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    Como não sentir um estranho afecto, 
Como não amá-lo com veneração, 
Se lhe dera a trave que sustenta o tecto, 
Se lhe dera o berço onde repoisa o neto, 
Se lhe dera a tulha onde arrecada o pão.  
Guerra Junqueiro em “Os Simples”, exprimindo o seu sentimento sobre o castanheiro. 
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C. sativa Castanea sativa Miller 
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EST 
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ethylenediaminetetraacetic acid 
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expressed sequence tags 
Formaldeído - Ácido Acético glacial - etanol 
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G Grama 
Gluc Gene da β-1,3-glucanase 
GFP Gene de Green fluorescence protein 
H Hora 
Há 
HPOT 
Hectar 
ácido 13 (S)- hidroperoxi-9(Z),11(E),15(Z)-octadecatrienóico 
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HR 
Hyg 
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MA 
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Mm 
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P. cambivora 
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Proteína PR  
Rev 
pathogenic related protein; proteína relacionada com a patogenicidade 
Reverse 
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rotações por minuto 
segundos 
SAR systemic acquired resistance; resistência sistémica adquirida 
Te Temperatura de emparelhamento de um primer 
UV  radiação ultra-violeta 
V 
WPM 
12,13- EOT 
Volt 
Woody Plant Medium 
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Resumo 
Castanea sativa pertence à família Fagaceae, tem um importante papel na ecologia, 
alimentação e economia. C. sativa sofre de uma doença severa, denominada por doença da 
tinta, causada maioritariamente pelo agente patogénico Phytophthora cinnamomi. A 
transformação genética surge como uma ferramenta poderosa para o melhoramento de plantas 
lenhosas como as espécies de castanheiro. No entanto, para obter uma transformação efectiva 
é necessário estabelecer um bom protocolo de regeneração. Existe também necessidade de 
conhecimento dos genes envolvidos na tolerância/sensibilidade. 
De modo a obter um sistema de regeneração eficiente em C. sativa, testaram-se três sistemas 
diferentes: embriogénese somática, indução de nódulos organogénicos e indução de 
regeneração directa de rebentos. A indução de regeneração directa teve um resultado positivo, 
levando à obtenção de regeneração de rebentos em cerca de 30% e 10% dos hipocótilos e dos 
epicótilos, respectivamente.  
Seguiu-se a construção do vector de transformação com um gene exógeno de óxido de aleno 
ciclase, relacionado com a resistência de C. sativa a P. cinnamomi, sob o controlo do 
promotor de castanheiro, que direcciona a expressão para as zonas de ataque de P. 
cinnamomi.  
Foi desenvolvida a transformação genética de explantes de C. sativa com o vector pCambia 
1302 portador do gene mgfp5. Não se obtiveram explantes transformados nestes ensaios, mas 
confirmou-se a adequação de hipocótilos como explante inicial para indução de regeneração. 
Contribuindo para o conhecimento da resposta de defesa de Castanea a fungos patogénicos, 
isolaram-se fragmentos de cDNA de Castanea, genes putativos de tolerância a P. cinnamomi: 
a ORF de uma β- 1,3- glucanase e fragmentos das ORFs de duas isoformas de óxido de aleno 
ciclase. 
Assim, este trabalho teve contribuições na obtenção de um sistema de regeneração, na 
obtenção de um vector de transformação promissor na transmissão de defesa melhorada de 
Castanea a fungos patogénicos e no isolamento de genes putativos de tolerância.  
 
 
Palavras chave: Castanea sativa, regeneração directa, β- 1,3- glucanase, óxido de aleno 
ciclase, transformação genética, pCambia. 
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Abstract 
Castanea sativa belongs to the family Fagaceae, with an important role in the ecology, food 
and economy. C. sativa suffers the most from a severe disease, root rot (ink disease) caused 
by the Phytophthora cinnamomi. Genetic transformation emerged as a powerful tool for the 
improvement of woody plants, chestnut included. However, for an effective transformation is 
necessary to establish a good regeneration protocol. There is also need for knowledge on 
genes involved in tolerance/sensitivity. 
To obtain an efficient regeneration system in C. sativa, we tested three different systems: 
somatic embryogenesis, induction of organogenic nodules and direct regeneration of shoots. 
The induction of shoot direct regeneration brought interesting results, leading to shoot 
regeneration in about 30% and 10% of hypocotyl and epicotyl explants, respectively.  
We proceeded with the construction of a transformation vector with an exogenous gene of 
allene oxide cyclase, related to the resistance of C. sativa to P. cinnamomi, under the control 
of a chestnut promoter, which directs the expression to P. cinnamomi infection sites.  
C. sativa genetic transformation assays with several explant types and using a pCambia 1302 
vector were achieved. Explants were not transformed in these assays, but we confirmed that 
hypocotyls are suitable as initial explants for regeneration. 
As a contribute to the knowledge of the defense response to fungal pathogens in Castanea, we 
isolated cDNA fragments, putative genes for tolerance to P. cinnamomi namely a β-1, 3 - 
glucanase ORFand ORF fragments of two allene oxide cyclase isoforms. 
This work contributed to the attainment of a regeneration system, a promising vector for 
Castanea improvement to pathogenic fungi and for the isolation of genes putatively related to 
fungi tolerance.  
 
 
Key words: Castanea sativa, direct regeneration, β- 1, 3- glucanase, allene oxide cyclase, 
genetic transformation, pCambia.  
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1. Introdução 
1.1. O castanheiro: enquadramento taxonómico, distribuição e importância 
1.1.1. Classificação e distribuição mundial e nacional 
O castanheiro é uma árvore de fruto pertencente ao género Castanea que juntamente com os 
géneros Fagus e Quercus pertence à família Fagaceae. É uma árvore de folha caduca que 
pode atingir 25-45 metros de altura. Floresce de Maio a Junho e os frutos amadurecem de 
Outubro a Novembro. O castanheiro é uma espécie monóica estando as flores femininas na 
base dos amentos, agrupadas em duas ou três no interior de uma cápsula espinhosa, a que se 
dá o nome de “ouriço”, que mais tarde envolve as castanhas. O seu crescimento é bastante 
rápido, até aos 50-60 anos e vivem em média 150 anos. A um povoamento de castanheiros 
mansos, vocacionados para produzir castanhas, dá-se o nome de “souto” e a um povoamento 
vocacionado para produzir madeira dá-se o nome de “castinçal” (Corredoira et al., 2004; 
Serrazina, 2004).                                                  
Apesar da diversidade de solos e clima, o castanheiro encontra-se distribuído pelos 
continentes Europeu, Asiático, Americano e Oceania. Actualmente, é consensual que todas as 
espécies tiveram origem na China, há cerca de 35 milhões de anos. A especiação ocorreu nos 
outros continentes, onde a adaptação à diversidade dos ecossistemas possibilitou que as 
diferentes espécies resultantes apresentassem especificidades próprias. A espécie Castanea 
mollissima (castanheiro chinês) é oriunda da China e Coreia do Norte de onde migrou para a 
Coreia do Sul e Japão, evoluindo como Castanea crenata (castanheiro japonês). Na Europa, o 
castanheiro europeu, nome vulgar pelo qual é conhecido, corresponde à espécie Castanea 
sativa que migrou para a América do Norte e onde evoluiu para Castanea dentata 
(castanheiro americano), que hoje em dia se encontra apenas numa área bastante restrita. 
Castanea sativa encontra-se distribuída por 25 países europeus ocupando cerca de dois 
milhões de hectares. Em Itália, a área florestada com castanheiro é das maiores da Europa. C. 
sativa também tem expressão em Espanha, França, Córsega, ex-Jugoslávia, Roménia, 
Hungria, Turquia, e ainda em zonas montanhosas de Marrocos e Argélia. (Connors et al., 
2002b; Corredoira et al., 2004; Corredoira et al., 2007; Gomes-Laranjo et al., 2009).   
Em Portugal, o castanheiro ocupa sobretudo a parte mais montanhosa do interior Centro e 
Norte, que corresponde às regiões da Beira Interior e Trás-os-Montes (Terra Fria 
Transmontana), localizadas entre os 600 e os 1000 m de altura. Nestas zonas, as temperaturas 
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médias anuais variam entre 9º-13ºC. O castanheiro encontra condições óptimas de 
crescimento quando o clima é temperado, com elevada humidade atmosférica. Em Trás-os-
Montes existem aproximadamente 25.800 ha de souto, o que representa cerca de metade da 
área total da Terra Fria. Aqui é produzida cerca de 85% da castanha nacional, representando a 
variedade Judia 50-60% desta produção. A variedade Longal, conhecida como mais ancestral, 
aparece um pouco por todas as regiões produtoras de castanha. A variedade Judia tem sido 
preferida à Longal por apresentar frutos com calibre maior e mais atractivo. Na Beira Interior, 
são cultivados cerca de 5 mil ha de castanheiros, sendo a variedade dominante a Martaínha. 
Por todo o país existem núcleos de castanheiro como na região Norte do Alentejo (Serra de S. 
Mamede, Marvão) Algarve (Serra do Caldeirão), Minho Interior, Açores e Madeira 
(Serrazina, 2004; Gomes-Laranjo et al., 2009). 
 
1.1.2. Importância do castanheiro 
O castanheiro tem diferentes aplicações consoante a variedade. Para além da castanha e da 
madeira, o castanheiro pode ainda ter papel importante na ecologia dos solos e na 
biodiversidade. A fixação dos solos em zonas com declive depende, entre outras espécies, do 
castanheiro. O papel do castanheiro no equilíbrio dos ecossistemas está associado à produção 
de castanha, fruto comestível, procurado por muitos vertebrados. A presença do castanheiro 
potencia o crescimento de cogumelos e ervas aromáticas contribuindo para a manutenção de 
uma maior biodiversidade com interesse ecológico e económico (Fabião, 1996; Corredoira et 
al., 2004; Serrazina, 2004; Corredoira et al., 2007; Barakat et al., 2009). 
Na América, em épocas em que o castanheiro abundava, a castanha constituía uma importante 
fonte de alimento para a vida selvagem e para o Homem que também aproveitava a madeira. 
Tanto o fruto como a madeira de elevada resistência e forte fonte de taninos conferem ao 
castanheiro Americano um importante factor económico (Polin et al., 2006; Andrade et al., 
2009; Barakat et al., 2009). 
Em Portugal, o castanheiro é uma das árvores mais reputadas. A castanha é muito apreciada 
na gastronomia nacional. A madeira apresenta uma boa densidade, muito considerada na 
indústria do mobiliário e cestaria entre outras aplicações (Fabião, 1996). 
Portugal é o terceiro produtor europeu de castanha e o quarto mundial, com uma produção de 
30 mil toneladas por ano. Representando 3% da produção total portuguesa de frutos frescos, 
ocupando a 8ª posição, a castanha portuguesa impõe-se há décadas no mercado externo. A 
nível nacional existem quatro “Denominações de Origem Protegida” (DOP) para a castanha: 
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Terra Fria, Padrela, Soutos da Lapa e Castanha do Marvão-Portalegre (Ministério da 
Agricultura, 2007; Gomes-Laranjo et al., 2009). 
 
1.2. Principais problemas do castanheiro 
Durante o último século, tem-se verificado um decréscimo da área de ocupação do 
castanheiro, tanto na Europa como na América. Esta redução resulta predominantemente de 
infecções por fungos que levam à morte da planta (doença da tinta e “cancro” do castanheiro). 
Tem-se verificado também, diferentes sensibilidades por parte das espécies de castanheiro aos 
agentes causadores de doença: o castanheiro europeu e americano são sensíveis a fungos 
patogénicos aos quais as espécies asiáticas apresentam tolerância.    
 
1.2.1. Doença da tinta 
A doença da tinta do castanheiro europeu está associada à infecção por agentes patogénicos 
do solo das espécies Phytophthora cinnamomi Rand. e Phytophthora cambivora, sendo o 
primeiro o mais frequente. Trata-se de uma doença do sistema radicular e do colo, pelo facto 
de o fungo desenvolver todo o seu ciclo de vida ao nível do solo infectando facilmente as 
raízes, em particular em zonas de ferida. Esta enfermidade é normalmente conhecida por 
doença da tinta, visto que nas zonas infectadas da planta ocorrem exsudados de cor violeta ou 
azul escuro. Quando surgem sintomas na copa da árvore pode significar que a infecção está 
muito avançada, tornando-se difícil de erradicar (Serrazina, 2004; Gomes-Laranjo et al., 
2009). Os sintomas mais recorrentes e as consequências da doença são apresentados na 
Tabela 1. 
 
Tabela 1. Sintomas e consequências da doença da tinta nos diferentes órgãos da planta (Gomes-Laranjo et al., 
2009; Robin et al., 2001; Serrazina, 2004).  
Órgão Sintoma Consequências 
Copa Clorose das folhas que começa nas extremidades dos ramos para 
o centro e de parte superior para a inferior da copa. O limbo 
fecha-se em “V”, e a turgidez das folhas não é recuperada com a 
rega. Os ramos apresentam entrenós curtos e epiderme rija. 
As folhas caem e alguns 
ramos secam. A condutância 
estomática e a transpiração 
diminuem. 
Fruto Os ouriços não caem e as castanhas não se formam, ou quando se 
formam abortam cedo ou possuem tamanho reduzido. 
A castanha não tem valor 
comercial. 
Colo e 
Raiz 
Onde ocorre directamente a infecção. No tecido vascular formam-
se gomas e tilases. Há alteração do córtex. Os tecidos encontram-
se escuros, decompostos ou necróticos. 
Apodrecimento do tecido, 
diminuição do transporte de 
água e nutrientes. Morte. 
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A doença da tinta é proporcionada por factores que favorecem a infecção por Phytophthora 
sp., nomeadamente características do solo: compacidade, níveis de matéria orgânica, iões e 
acidez, e factores antropomórficos que podem provocar lesões nas raízes, provocando um 
fácil acesso do patogéneo ao seu local de infecção (Serrazina, 2004). 
 
1.2.1.1. Phytophthora  
Phytophthora é um agente patogénico da família Peronosporaceae e do grupo Chromista, isto 
é, não é um verdadeiro fungo (www.catalogueoflife.org). Engloba espécies como P. 
cinnamomi e P. cambivora, particularmente nocivas para a agricultura, responsáveis por 
várias doenças em plantas. O termo, em latim, significa a associação do termo grego phyton 
(planta) com phthora (destruição). As espécies patogénicas são invasores primários, 
insensíveis à maioria dos fungicidas, infectando a planta em qualquer idade (Serrazina, 2004).  
A reprodução destes microorganismos pode ser assexuada através de esporângios, 
clamidósporos e zoósporos ou sexuada através de oogónios (gametângios femininos) e 
anterídeos (gametângios masculinos). No entanto, o modo de reprodução do fungo é 
sobretudo assexuado. Os clamidósporos são estruturas que quando maduras adquirem paredes 
espessas e, por isso, são resistentes a condições adversas. Tanto os clamidósporos como os 
oósporos, que envolvem os núcleos diplóides após fertilização, podem rapidamente infectar as 
raízes quando as condições de temperatura e humidade são favoráveis. Assim, a primavera é, 
por excelência, a época favorável à propagação da doença. Há formação de um tubo 
germinativo que pode penetrar a planta ao nível das células epidérmicas inter ou intra-
celularmente. O desenvolvimento do micélio ocorre nas células corticais, floema e xilema das 
raízes infectadas, apesar de não haver hidrólise das paredes celulares lenhificadas. Em regra, a 
infecção tem início nas raízes mais finas, ainda não lenhificadas, propagando-se depois a 
raízes lenhificadas, colo e por fim a toda a árvore. A presença de água é fundamental para 
disseminar a doença que ocorre pelo transporte de zoósporos (Robin et al., 2001; Tyler, 2002; 
Serrazina, 2004; Gomes-Laranjo et al., 2009). 
 
1.2.2. Cancro do Castanheiro 
O agente responsável pela doença do “cancro” do castanheiro é o ascomiceta Cryphonectria 
parasitica. O fungo infecta tecidos feridos resultantes da poda e cicatrizes, invadindo o tecido 
cortical e sucessivamente o lenho. C. parasitica tem a capacidade de produzir “cancros” letais 
ao nível dos caules e ramos (Connors et al, 2002b; Gomes-Laranjo et al., 2009).  
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A espécie de castanheiro mais afectada por este fungo é C. dentata. No total, o “cancro” 
matou cerca de 3,5 biliões de castanheiros americanos. C. parasitica foi importado da Ásia 
para os Estados Unidos, através de esporos dispersos pelo ar e por animais. Na Ásia, no 
entanto, quando este patogéneo foi detectado, a maioria das espécies nativas de castanheiros e 
particularmente, o castanheiro chinês (C. mollissima) não se mostraram sensíveis ao fungo 
(Connors et al, 2002b; Andrade, et al., 2009; Barakat et al., 2009; The American Chestnut 
Foundation, 2009).  
Em Portugal, a doença do “cancro” do castanheiro foi detectada em todo o país, através do 
aparecimento de sintomatologia visível. Os sintomas são essencialmente o aparecimento de 
ramos secos na copa e lesões no tronco.  
O castanheiro europeu é infectado principalmente pelos agentes patogénicos do género 
Phytophthora. No entanto, como referido acima o castanheiro europeu também é infectado 
por Cryphonectria que é particularmente infestante de C. dentata. O castanheiro americano 
também pode ser infectado por Phytophthora sp. embora seja muito mais sensível a 
Cryphonectria (Seabra e Pais, 1998; Corredoira et al., 2004; Corredoira et al., 2007).  
O castanheiro Japonês (C. crenata) mostra-se bastante tolerante ao agente patogénico do 
género Phytophthora. Ao longo de milhares de anos de convivência, o castanheiro japonês 
activou genes que lhe conferem resistência (The American Chestnut Foundation, 2009). De 
igual modo, o castanheiro chinês mostra-se mais tolerante a C. parasítica. As diferentes 
espécies de Castanea exibem assim diferentes sensibilidades aos agentes patogénicos 
referidos (Barakat et al., 2009). 
 
1.3. Métodos convencionais para o controlo das doenças do castanheiro 
Quando existe uma doença que atinge espécies vegetais, deve existir um controlo para tentar 
evitar a ocorrência de danos maiores. Este controlo da doença assenta em estratégias que 
consistem em práticas agronómicas, manuseio dos solos, aplicação de agroquímicos e/ou 
cultivo de espécies resistentes (Seabra e Pais, 1999; Serrazina, 2004). 
A propagação de indivíduos naturalmente resistentes a fungos é das técnicas mais utilizadas 
no controlo da doença da tinta e do “cancro”. Como estratégia recorre-se à substituição de 
castanheiros sensíveis, C. sativa e C. dentata, por castanheiros asiáticos, tais como C. crenata 
e C. mollissima que apresentam resistência a Cryphonectria e a Phytophthora. Esta estratégia 
tem-se mostrado ecológica e pouco dispendiosa (Seabra e Pais, 1999; Serrazina, 2004). 
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O desenvolvimento de castanheiros resistentes à doença da tinta ou do “cancro” recorre 
também a hibridações com as espécies asiáticas C. crenata e C. mollissima, respectivamente, 
porque ambas exibem resistência natural a estas doenças. Diversos programas de 
melhoramento têm levado à obtenção de híbridos com diferentes graus de resistência (Seabra 
e Pais, 1998; Corredoira et al., 2004; Corredoira et al., 2007; The American Chestnut 
Foundation, 2009). Em Portugal, as primeiras hibridações (C. sativa x C. crenata) foram 
realizadas por Columbano Fernandes que desenvolveu trabalho de relevo obtendo diferentes 
híbridos, como sativa Vimeiro e sativa 12, com resistência comprovada à doença da tinta e 
“cancro”. O objectivo deste programa de melhoramento foi obter híbridos resistentes à doença 
mantendo a mesma qualidade do fruto e da madeira (Seabra e Pais, 1999; Serrazina, 2004).  
Uma outra abordagem para o controlo da doença corresponde ao recurso a agroquímicos. A 
aplicação de fungicidas na raiz para erradicar o fungo tem tido resultados positivos, 
recuperando assim as plantas infectadas de C. sativa (Seabra e Pais, 1999; Serrazina, 2004). 
Todas as estratégias acima mencionadas são estratégias convencionais e/ou agronómicas as 
quais têm problemas a elas associados.  
A obtenção de indivíduos resistentes é complexa pois não se obtém um número razoável de 
indivíduos e nos obtidos, não se sabe se são realmente indivíduos resistentes pertencentes à 
espécie maioritariamente sensível, factor importante para se manter a qualidade do fruto e da 
madeira. Por outro lado, não existem sabe-se, hoje em dia, indivíduos de C. sativa 
naturalmente resistentes aos patogéneos referidos (Seabra e Pais, 1998; Serrazina, 2004).  
No caso dos cruzamentos para a obtenção de híbridos, esta técnica revela-se bastante morosa 
tanto nos cruzamentos e retro-cruzamentos, como também na selecção da descendência 
resistente. Os cruzamentos têm também limitações dada a existência de barreiras sexuais 
existentes entre espécies o que dificulta o processo (Serrazina, 2004).  
No que respeita à utilização de espécies asiáticas, tanto para substituição de espécies sensíveis 
como para a obtenção de híbridos, verifica-se que apresentam pior qualidade da madeira e dos 
frutos e dificuldades na adaptação às condições de cultura das espécies sensíveis (Seabra e 
Pais, 1998; Gomes-Laranjo et al., 2009).  
A utilização de fungicidas, mesmo que eficaz em alguns casos, mostra-se um método 
dispendioso, de difícil execução, pouco eficaz na maioria dos casos e apresenta um elevado 
impacto ambiental. A utilização excessiva destes químicos pode induzir a resistência do 
patogéneo ao fungicida em questão (Serrazina, 2004). 
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1.3.1. Engenharia genética de plantas 
A preocupação com o impacto ambiental, aliado à aspiração de aumentar os níveis de 
produção com menos custos, leva ao desenvolvimento e aplicação de métodos alternativos 
para a obtenção de plantas resistentes e para o controlo de doenças. A engenharia genética de 
plantas consiste na introdução de reduzidas quantidades de informação genética utilizando 
tecnologia de DNA recombinante. Uma das grandes vantagens da engenharia genética sobre 
outros processos alternativos é o facto de introduzir alterações pontuais no genoma, isto é, 
sem trazer características indesejadas.  
A engenharia genética de plantas, nomeadamente a obtenção de organismos geneticamente 
modificados, tem-se revelado uma excelente ferramenta para o melhoramento genético de 
cultivares, nomeadamente no aumento da tolerância a doenças provocados por fungos (Seabra 
e Pais, 1998). A transformação genética é muito vantajosa em plantas lenhosas, de ciclo de 
vida longo, elevada heterozigotia e propagação principalmente vegetativa, pois permite 
acelerar o processo de melhoramento (Seabra e Pais, 1998). Nestas plantas, as vantagens da 
engenharia genética face a outras estratégias mais convencionais são evidentes: permite que 
genes de espécies não relacionadas ou até de outros organismos, sejam introduzidos nas 
plantas em causa; é conhecido qual o gene que está a ser introduzido ao contrário de outros 
métodos em que existe uma introdução de genes ao acaso, onde cromossomas inteiros são 
combinados; apresenta menores custos de produção e menor tempo dispendido em todo o 
processo (Seabra e Pais, 1998; Serrazina, 2004). 
1.3.1.1. Transformação genética mediada por Agrobacterium tumefaciens 
Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria do solo, da família das Rhizobiaceae responsável 
pela formação de tumores em plantas, doença conhecida por “crown gall”. A formação dos 
tumores é resultado de um processo natural de transferência de genes de A. tumefaciens para o 
genoma da planta infectada. Esses genes estão contidos num plasmídio denominado Ti, que 
contem a região-T que corresponde ao segmento de DNA inserido no genoma da célula 
vegetal (Andrade et al., 2003). O desenvolvimento e conhecimento dos mecanismos 
moleculares envolvidos no processo de infecção de uma planta por A. tumefaciens permite a 
utilização desta bactéria como vector natural de transformação genética em plantas. 
Actualmente, diferentes características de interesse foram já introduzidas em diferentes 
espécies vegetais via A. tumefaciens (Andrade et al., 2003). Em Castanea, o primeiro registo 
de sucesso de transformação via Agrobacterium foi em castanheiro europeu em 1998 por 
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Seabra e Pais, em que se obtiveram rebentos e plântulas transgénicas, apesar da baixa 
eficiência de transformação e da obtenção de quimeras.  
Também em C. sativa, três linhas transgénicas foram obtidas via A. tumefaciens a partir de 
culturas embriogénicas regeneradas a partir de um processo de criopreservação (Corredoira et 
al., 2004; Corredoira et al., 2007). 
Embriões somáticos de C. dentata foram transformados via A. tumefaciens com o gene oxo, 
que codifica a enzima antifúngica oxalato oxidase (Polin et al., 2006; Welch et al., 2007). 
Rothrock et al. (2007) desenvolveram o método de “plate flooding” que consiste em colocar o 
inóculo de A. tumefaciens sobre os embriões enquanto estes permanecem no meio de indução 
à embriogénese somática. Este método não necessita de ferida já que no caso de embriões 
somáticos, a ferida pode causar a formação de callus em vez de regenerar embriões. Apesar 
de existirem vários protocolos alternativos à transformação mediada por A. tumefaciens 
usando embriões somáticos, a ferida é incluída na maior parte deles (Rothrock et al., 2007).  
A transformação por Agrobacterium apresenta-se como o melhor método de transformação de 
Castanea, uma vez que é um processo direccionado e produz linhas transgénicas estáveis que 
permitem uma regeneração total da planta (Polin et al., 2006). 
 
1.4. Sistemas de regeneração de plantas por morfogénese   
O carácter totipotente das células e tecidos vegetais pode ser expresso pela capacidade de 
regeneração de plantas via embriogénese ou organogénese. Ambos os processos levam à 
regeneração in vitro e são uma condição prévia importante para a transformação genética. 
Desta forma, a aplicação generalizada de técnicas de transferência genética para o 
melhoramento de cultivares não pode ser alcançado com sucesso se os processos que 
conduzem à morfogénese não forem bem compreendidos (Fortes e Pais, 2000). 
Obter um bom sistema de regeneração de plantas tem ainda grande importância no que se 
refere à preservação de germoplasma vegetal, uma vez que possibilita manter genótipos de 
interesse in vitro, que de outra forma se podiam perder. 
Em cultura in vitro, a regeneração de plantas pode ocorrer por dois processos: organogénese e 
morfogénese. O desenvolvimento organizado conducente à regeneração de plantas por 
organogénese de novo é um processo envolvendo várias etapas das quais se devem assinalar: 
formação de meristemas caulinares, multiplicação e desenvolvimento e, finalmente, 
enraizamento e aclimatação. A regeneração de plantas por morfogénese (embriogénese 
somática ou gamética e formação de nódulos organogénicos) engloba duas etapas 
9 
 
fundamentais: indução de competência morfogénica e multiplicação das células competentes, 
originando embriões ou nódulos organogénicos (Lima e Mota, 2003).  
Para as variedades portuguesas de C. sativa ainda não existem bons protocolos de 
regeneração, muito se deve à sua recalcitrância.  
 
1.4.1. Embriogénese somática  
A embriogénese somática pode ser considerada um tipo particular de regeneração de plantas a 
partir de células ou estruturas somáticas. Estes explantes, após tratamento adequado e 
selecção em meio de cultura apropriado, originam estruturas idênticas a embriões gaméticos, 
passando por fases idênticas de globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar em dicotiledóneas. 
Na embriogénese somática são praticamente recapituladas as diferentes fases do 
desenvolvimento do embrião gamético. A aquisição de competência embriogénica está 
relacionada com o estabelecimento de gradientes iónicos e a deposição de calose e cutina em 
torno de células específicas que, na sequência de um stress (choque hormonal ou térmico, 
corte, escuridão, défice nutricional), são induzidas embriogenicamente. Independentemente 
dos factores que regulam a expressão de competência embriogénica, podem considerar-se 
dois tipos de embriogénese somática: directa, quando os embriões obtidos se formam 
directamente a partir do explante utilizado sem passar pela fase de callus, e indirecta, quando 
a partir do explante inicial se forma um callus onde algumas células são induzidas 
embriogenicamente (Lima e Mota, 2003).    
O sistema de embriogénese somática oferece vantagens evitando a formação de quimeras as 
quais podem ocorrer via organogénese, e permite a obtenção à partida de um eixo radicular e 
caulinar (Seabra e Pais, 1999; Corredoira et al., 2004; Xing et al., 2009).  
Em 2005, Merkle et al. reportaram um método para a produção de centenas de plântulas 
somáticas de C. dentata em menos de um ano por manipulação de culturas embriogénicas em 
suspensão. Em 2009, Andrade et al., reportaram o estabelecimento da transformação mediada 
por A. tumefaciens e um sistema de regeneração que produz centenas de árvores transgénicas 
a partir de múltiplas linhagens independentes para uma série de genótipos de C. dentata.  
As culturas embriogénicas têm provado ser úteis como tecido alvo para a transformação de 
múltiplas culturas agronómicas, e em espécies lenhosas perenes (Andrade et al., 2009). 
Em C. sativa, a regeneração de plantas através da indução de embriogénese somática foi 
conseguida com a aplicação de um tratamento de frio em embriões somáticos maduros 
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(Corredoira et al., 2003). Este processo não foi reprodutível nas variedades Martaínha, Judia, 
Longal, Vimeiro e Sesimbra (Susana Serrazina, comunicação pessoal). 
 
1.4.2. Nódulos organogénicos  
Em 1988 o processo de formação de nódulos organogénicos (NO) começou a atrair a atenção 
dos investigadores, quando McCown et al. os consideraram estruturas regenerativas próximas 
de embriões somáticos. Estes autores distinguem os NO de outros agregados celulares por 
constituírem massas celulares densas, independentes, esféricas e coesas, com um padrão 
interno de diferenciação bem definido, possuindo duas camadas de células distintas (epiderme 
e córtex vascular) e apresentando ainda, no mínimo, três tipos de células (meristemáticas, 
parenquimatosas ricas em plastos e elementos vasculares). De um modo geral os NO 
apresentam uma extraordinária capacidade de regeneração de plantas, mantendo esta 
capacidade por longos períodos em cultura (McCown et al., 1988). 
O processo de morfogénese tendo como base a diferenciação de NO tem sido descrito para 
várias espécies vegetais, como Humulus lupulus L. (Batista et al., 2000; Fortes e Pais, 2000), 
Populus euphratica Oliv. (Ferreira et al., 2009), Charybdis numidica Jord. & Fourr. 
(Kongbangkerd et al., 2005), Pinus radiata D. Don (Schestibratov et al., 2003). 
O padrão de desenvolvimento por nódulos organogénicos, assim como por embriogénese 
somática, confere-lhes uma posição de destaque em sistemas sustentáveis, uma vez que 
possibilita a criação de linhas celulares repetitivas. A multiplicação rápida e a obtenção 
massiva de rebentos permitem a estes sistemas a sua aplicação à produção em larga escala. 
1.5. Isolamento de genes candidatos de resistência 
Muita investigação se tem concentrado na resistência monogénica, embora a resistência a 
doenças seja, muitas vezes, determinada poligenicamente. O isolamento de vários genes de 
resistência permitirá novas estratégias no controlo de doenças, bem como o conhecimento dos 
mecanismos de acção e evolução desses genes.  
 
1.5.1. β-1,3-glucanase 
As β-1,3-glucanases (glucano endo-1,3-glucosidases, E.C. 3.2.1.39) são uma classe de 
enzimas hidrolíticas que catalisam a quebra de ligações 1,3-β-D-glucosidicas nos 1,3- β-
glucanos que são encontrados em bactérias, fungos, metazoários e vírus. As β-1,3-glucanases 
constituem uma das famílias de genes mais complexas e diversas nas plantas, e são 
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envolvidas em vários processos fisiológicos e de desenvolvimento tais como: divisão celular, 
desenvolvimento do pólen, resposta ao frio, germinação de sementes e maturação, entre 
outras (Kiselev et al., 2006; Yaish et al., 2006;  Doxey et al., 2007). Em soja, conhecem-se 12 
classes de genes de β-1,3-glucanases distribuídas em cinco classes (Jin et al., 1999). As 
tentativas de classificar as β-1,3-glucanases num conjunto de subclasses basearam-se no ponto 
isoelétrico, similaridade de sequências nucleotídicas, entre outras características. Como 
resultado, um número de classes distintas foram definidas para várias espécies vegetais. No 
entanto, o significado biológico da multiplicidade de genes da β-1,3-glucanase e a sua relação 
entre a sequência e função permanece incerto (Doxey et al., 2007).   
As β-1,3-glucanases têm recebido especial atenção devido ao seu papel na defesa a 
patogéneos em plantas (Romero et al., 2006; Doxey et al., 2007). A resistência nas plantas 
está correlacionada com a activação de vários mecanismos incluindo a activação 
transcricional de numerosos genes relacionados com a defesa, barreiras mecânicas e químicas, 
acumulação de fitoalexinas e síntese de proteínas relacionadas com a patogénese (PR) 
(Romero et al., 2006).  
Como membros do grupo PR-2 das proteínas relacionadas com patogénese (PR), as β-1,3-
glucanases são induzidas após infecção e desempenham um papel activo como anti-fúngicos 
por hidrólise dos β-1,3-glucanos, componentes estruturais importantes das paredes celulares 
fúngicas (Kiselev et al., 2006; Doxey et al., 2007). A degradação dos β-1,3-glucanos nas 
paredes celulares tem como objectivo destabilizar a parede celular do fungo e 
consequentemente os β-1,3 glucanos, oligossacarídeos elicitadores, libertam-se despoletando 
a resposta de defesa. A actividade antifúngica tem sido provada tanto in vitro como in vivo, 
através de estudos de transformação genética (Doxey et al., 2007; Damasceno et al., 2008). 
A evolução de β-1,3-glucanases extracelulares passou pela perda do C-terminal, incluindo a 
região glicosilfosfatidilinisotol (GPI), correspondente ao local de ancoragem na face externa 
da membrana plasmática, permitindo assim a secreção extracelular e, desta forma, um ataque 
mais eficaz contra o patogéneo fúngico (Doxey et al., 2007). 
Serrazina (2004) isolou uma glucanase de C. sativa e obteve resultados por Northern Blotting 
que sugerem que a enzima deverá ter um papel importante na resposta de defesa a P. 
cinnamomi. A enzima deverá ter um papel indirecto nesta resposta de defesa, libertando 
elicitadores ou despoletando a HR. 
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1.5.2. Óxido de aleno ciclase 
Óxido de aleno ciclase, AOC (allene oxide cyclase) (EC 5.3.99.6.), é a enzima chave na 
biossíntese do ácido jasmónico (JA), a qual catalisa a reacção em que se forma o primeiro 
metabolito cíclico e biologicamente activo, o ácido 12-oxo-fitodienoico também designado 
por cis(+)-OPDA ou 9S,13S-OPDA. (Hause et al., 2003; Stenzel et al., 2003; Hofmann et al., 
2006; Wasternack, 2007; Schaller et al., 2008). 
O OPDA, precursor dos jasmonatos, juntamente com os seus derivados são designados por 
octadecanóides (Hause et al., 2003). Os jasmonatos têm sido aceites como uma nova classe de 
hormonas vegetais e como moléculas sinalizadoras, e têm funções regulatórias no 
desenvolvimento e adaptação a stresses bióticos e abióticos nas plantas (Hause et al., 2003; 
Schaller et al., 2008). 
A biossíntese do JA envolve dois compartimentos celulares: o cloroplasto e o peroxissoma. A 
biossíntese começa no cloroplasto com a oxigenação do ácido α-linolénico, o qual é 
convertido em o ácido 13 (S)-hidroperoxi-9(Z),11(E),15(Z)-octadecatrienoico (HPOT), numa 
reacção catalisada pela 13-lipoxigenase. Allene oxide synthase (AOS, converte HPOT num 
epóxido instável – ácido 12,13 (S)-epoxi-9(Z),11,15(Z)-octa-decatrienoico (12,13-EOT), o 
qual é ciclizado pela AOC dando origem ao OPDA (Schaller et al., 2008; Schaller e Stintzi, 
2008). Em meio aquoso, o 12,13-EOT decompõe-se rapidamente ou sofre reacções que levam 
à formação de uma mistura racémica de OPDA. No entanto, a AOC garante a formação do 
enantiómero de OPDA opticamente puro. O OPDA passa para o peroxissoma onde ocorrem 
três β-oxidações até à formação de JA. Só o enantiómero 9S,13S-OPDA é um precursor 
biologicamente activo do JA.  Assim, a AOC é crucialmente importante no direccionamento 
da síntese de JA (Wasternack, 2007; Schaller e Stintzi, 2008).  
A AOC é uma enzima solúvel, e foi bioquimicamente purificada a partir do milho, como um 
aparente dímero de 47kDa. A AOC foi clonada em tomate, cevada e em Arabidopsis onde 
apresenta quatro isoformas diferentes (AOC1-4). Recentemente foi descrita a estrutura do 
cristal de AOC2 (Hofman et al., 2006). Segundo estes autores, esta isoenzima foi escolhida 
por ter vindo a mostrar ser altamente expressa em plantas e é descrita como a mais activa de 
todas as isoformas de Arabidopsis. No entanto, Schaller et al. (2008), mostraram que as 
isoformas AOCs de Arabidopsis têm a mesma eficiência em converter 12,13-EOT em cis (+)-
OPDA. Todas as quatro isoformas foram localizadas nos plastos. Considerando assim, a 
semelhança das isoformas AOC de Arabidopsis relativamente à estrutura, actividade catalítica 
e localização sub-celular, a questão que surge é qual a função específica que cada isoforma 
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pode ter. Todas elas podem catalisar a mesma reacção na biossíntese de JA. As diferentes 
funcionalidades das isoformas de AOC podem resultar de estados de desenvolvimento 
diferentes e/ou diferente expressão em tecidos específicos. De facto, a expressão de AOC tem 
mostrado ser transiente e diferencialmente sobre-regulada após a ferida, localmente e 
sistemicamente (Stenzel et al., 2003; Schaller et al., 2008). 
Em C. sativa, foram feitos estudos de Northern Blotting com uma sonda heteróloga (aocLe- 
de tomate) que mostram um aumento significativo da expressão do gene entre as 24 h e as 48 
h após inoculação de P. cinnamomi em plantas resistentes, e maior do que em plantas não 
inoculadas. Os resultados da expressão sugerem que o gene pode ter grande importância na 
sinalização da resposta de defesa a patogéneos em C. sativa (Serrazina, 2004). 
 
1.6. Objectivos 
Este trabalho tem como objectivos melhorar o protocolo de regeneração in vitro, tendo 
também em vista a preservação de germoplasma económica e ecologicamente importante e o 
isolamento e clonagem de genes de defesa a fungos patogénicos.  
Os objectivos específicos deste trabalho são: 
 Obtenção de um sistema de regeneração reprodutível e com rendimento considerável, 
recorrendo a ensaios de embriogénese somática, indução de nódulos organogénicos e 
regeneração directa; 
 Isolamento e clonagem de genes de tolerância a Phytophthora cinnamomi a partir de 
bibliotecas de cDNA de C. dentata e C. mollissima. 
 Construção de um vector de transformação com o gene heterólogo putativo de 
tolerância, nomeadamente o gene aoc de Lycopersicon esculentum; 
 Realização de ensaios de transformação genética em C. sativa via Agrobacterium, 
incluindo optimização. 
 
Com este projecto pretende-se dar um contributo para o melhoramento de Fagáceas a doenças 
provocadas por fungos patogénicos.  
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2. Material e Métodos 
 
Nota: quando não é referido, as imagens fotográficas das figuras foram tiradas com a câmara 
digital Nikon Cool Pix P90. 
 
2.1. Material vegetal  
Para os estudos de embriogénese somática, foram usados ouriços colhidos em Vila Real, nos 
meses de Julho e Agosto de 2009, que foram cedidos pela Doutora Ana Lúcia Sintra e pelo 
Engenheiro José Gomes-Laranjo UTAD, respectivamente. As variedades usadas neste 
projecto foram Longal e Martaínha numa primeira série e Judia e Longal numa segunda série. 
Na indução de nódulos organogénicos/regeneração directa, as sementes de C. sativa, numa 
primeira abordagem, foram obtidas em superfícies comerciais, usando-se a variedade Judia. 
Numa segunda abordagem e de modo a aumentar a amostra de germinantes e explantes, 
usaram-se castanhas das variedades Judia e Longal fornecidas pela SORTEGEL.  
 
2.2. Indução e manutenção de culturas embriogénicas 
Para a indução de culturas embriogénicas foi seguido o protocolo de Merkle et al. (1991), 
Andrade e Merkle, (2005) e Andrade et al. (2009). 
Foram realizados dois ensaios de indução de embriogénese somática denominados adiante 
por: Série I em que se usaram óvulos e sementes imaturas e polinizadas colhidas em 
Julho/Agosto e Série II em que se usaram sementes polinizadas colhidas em Setembro. 
As sementes foram desinfectadas e depois colocadas em meio IMM (Induction/Maintenance 
Medium) (Andrade e Merkle, 2005) (Anexo 6.1.1.), que tem como base o meio WPM 
(Woody Plant Medium), em caixas de petri 60 x15 mm com 15 mL de meio. O protocolo de 
desinfecção foi retirado de Maynard et al., (2006).  
Após a desinfecção, as sementes foram cuidadosamente abertas com auxílio de pinça e bisturi 
de modo a destacar e isolar os óvulos, no caso de sementes muito jovens (Série I), ou o 
embrião com cotilédones, para sementes mais tardias (Série II). Os explantes foram mantidos 
no escuro, à temperatura de 25ºC durante cerca de 3 meses, sendo repicados a cada 3 
semanas. Em cada repicagem foram eliminadas as zonas de cor acastanhada devido a 
libertação de fenóis e as zonas necróticas. 
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2.3. Indução de nódulos organogénicos a partir de sementes e obtenção de 
rebentos por regeneração directa do explante 
A indução de NO foi baseada em estudos preliminares feitos em C. sativa. Com o decorrer 
dos ensaios, testou-se ainda a indução de regeneração directa (RD) a partir do explante sem 
passar por estruturas do tipo nodular ou calli. 
De modo a obter material juvenil e posteriormente induzi-lo à formação de NO, germinaram-
se sementes de C. sativa. Foram feitos três ensaios de germinação, denominados adiante por: 
Ensaio I, em que se germinaram 258 castanhas da variedade Judia em tubo de cultura; Ensaio 
II, em que se germinaram 347 castanhas e 150 embriões desprovidos de cotilédones da 
variedade Judia em tubo de cultura; Ensaio III em que se germinaram 267 castanhas da 
variedade Longal em frascos A70 (Depósito da Marinha Grande). Posteriormente foram 
desinfectadas, como descrito em Seabra (1998), seguido de germinação em meio para 
sementes (Anexo 6.2.1.). Por outro lado, no caso de germinação de embriões isolados, as 
sementes foram desinfectadas e os embriões destacados foram germinados em meio de 
germinação para embriões isolados (Anexo 6.2.2.).  
As plântulas provenientes dos germinantes foram mantidas em cultura até apresentarem 
comprimentos de hipocótilos e epicótilos que permitisse obter secções com cerca de 1cm. Os 
epicótilos e hipocótilos provenientes dos germinantes foram previamente feridos com cortes 
transversais (Figura 3. A). Numa primeira abordagem explantes de epicótilos e meristemas 
apicais (MA) foram colocados em meio de indução de nódulos organogénicos (MINO), com 
quatro variações do fitorregulador BAP (Anexo 6.3.2.1.). Seguidamente, testou-se a resposta 
de diferentes partes de hipocótilos e raízes dos germinantes face à indução de NO e/ou RD, 
em meio MINO com nove variações entre fitorreguladores (Anexo 6.3.2.2.). Os explantes 
provieram das seguintes zonas: segmentos de hipocótilo imediatamente a seguir à junção dos 
cotilédones e imediatamente antes da zona pilosa radicular; e segmentos de raiz 
imediatamente a seguir à zona pilosa e imediatamente antes da coifa (Tabela 6.).  
Numa terceira abordagem, com o objectivo de induzir RD, segmentos de hipocótilo foram 
colocados em meio MINO sem fonte de ferro, por isso denominado de meio de indução de 
regeneração directa (MRD) (Anexo 6.4). 
Os MA dos germinantes não usados para induzir NO foram colocados em meio de 
alongamento (Anexo 6.5.).  
Todos os explantes foram mantidos em recipientes Magenta V505 Sigma (77 x 77 x 97 mm), 
com 10-15 explantes por recipiente, e foram transferidos para meio fresco, cerca de 50mL, 
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mensalmente. Quando os rebentos apresentaram uma altura superior a 3cm foram transferidos 
para recipientes Combiness® O118/120+OD118.  
Os germinantes e os explantes em cultura foram mantidos em sala climatizada para 24ºC, com 
fotoperíodo de 16 horas, obtido com lâmpadas fluorescentes de luz branca (Osram
®
 L 18W/10 
Daylight) com intensidade luminosa de 25 a 33 μE/m-2s-1.  
 
2.3.1. Estudo histológico  
De forma a comprovar que as estruturas obtidas na cultura de epicótilos do Ensaio I de 
germinação se tratavam de NO, foram feitos estudos histológicos. Explantes mantidos em 
meio MINO com concentrações de 0,25, 0,5, 1 e 2 mg/L de BAP (Anexo 6.3.2.), foram 
retirados aleatoriamente a 0, 14, 25, 28, 35, 45 e 75 dias após cultura em meio MINO e foram 
fixados em formaldeído - ácido acético glacial - etanol 50% (FAA) durante 72h a 4ºC. Após a 
fixação foram mantidos em etanol a 50% a 4ºC até ao seccionamento. Os cortes foram feitos à 
mão com a ajuda de lâminas de barbear Bic®. Posteriormente removeu-se o conteúdo celular 
com hipoclorito de sódio a 5% (30min) e corou-se com carmim aluminado durante 30min e 
verde iodo (10s). Os cortes foram lavados em água e observados no microscópio óptico 
Olympus BX-51 epifluorescence microscope e fotografados (5Mpx Olympus Camedia). 
 
2.4. Isolamento de genes relacionados com a resistência a fungos 
patogénicos  
A partir de bibliotecas de cDNA de C. dentata e C. mollissima foram isolados genes 
relacionados com a resistência a patogéneos descritos em Serrazina (2004): β-1, 3 glucanase 
(gluc) e allene oxide cyclase (aoc). As bibliotecas foram cedidas pelo Dr. William Powell, 
Faculty of Environmental and Forest Biology, Syracuse, Nova Iorque, EUA. Uma foi 
construída a partir de raiz de C. dentata, usada para isolar gluc e outra a partir de folha de C. 
mollissima e usada para isolar aoc. 
Numa primeira abordagem, isolou-se a ORF de gluc de C. dentata e um fragmento com cerca 
de 400pb da ORF de aoc de C. mollissima, usando as condições optimizadas por Serrazina 
(2004), no Anexo 6.6. Os PCRs foram realizados num termociclador ABI 2720 Thermal 
cycler Applied Biosystems para gluc e Biometra UNOII para aoc. 
Numa segunda abordagem, desenharam-se novos primers para aoc (ver secção 2.4.1.) e as 
condições de amplificação foram optimizadas. Realizaram-se PCRs de gradiente de 
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temperaturas num termociclador TGradient Biometra, seguido do uso de diferentes 
concentrações de MgCl2, primers, e uso de 0,01% BSA (Life Science) como estabilizador da 
enzima. 
Na electroforese os produtos de PCR foram corridos a 70-80 V numa tina Biorad Wide Mini 
Cell GT ou numa tina HE33 Mini horizontal submarine unit Amersham, em gel de agarose 1 
ou 1,2% (p/v) em TBE 1x, com 25 L/L de brometo de etídio. Usou-se o marcador molecular 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix 100bp (Fermentas) (MM). As bandas com peso molecular 
esperado foram purificadas do gel com o kit UltraClean
TM
15 DNA Purification MO BIO 
Laboratories. O produto de PCR purificado da agarose foi quantificado após electroforese em 
agarose. 
 
2.4.1. Desenho de primers 
Todos os primers usados neste trabalho foram sintetizados pela empresa StabVida e a sua 
temperatura de emparelhamento (Te) foi calculada através da fórmula: 
 
Temperatura de emparelhamento (Te) = Temperatura de melting – 10ºC. 
 
Desenharam-se primers para aoc com diferentes objectivos. As sequências dos primers 
encontram-se na tabela 2: 
 
Tabela 2. Primers específicos/degenerados desenhados a partir de sequências de contigs de ESTs de Castanea. 
(a) e (b) correspondem aos primers que foram desenhados para isolar aoc4 numa primeira (a) e numa segunda 
(b) abordagem.  
Gene Primer forward (5’→3’) Primer reverse (5’→3’) 
aoc4(a) 
aoc4(b) 
GCAAGTTCCTGKAGCAAGATA 
CGTATGGTCGGAGATCGAACATGTCGAATAAGCATAAC 
TACACACCAACGAACGGCA 
AGCAAGTTCCTGKAGCAAGATATAATTGTCACTT 
aoc2 CCACCTTCTTCACTACTCACCM TCCCAGATCCACCAGTCACAGCC 
 
 No que diz respeito à aoc isolada numa primeira abordagem com as condições em anexo 6.6., 
sabia-se que esse fragmento tinha homologia com a isoforma aoc4 (Susana Serrazina, 
comunicação pessoal). Desenharam-se primers para aoc4 de Castanea com o objectivo de 
isolar a ORF correspondente a 777pb (Tabela 2, aoc4 (a)). Numa segunda abordagem, 
desenharam-se novos primers para a ORF de aoc4 (Tabela 2, aoc4 (b)), uma vez que com os 
primeiros não foi possível obter o fragmento pretendido. Desenharam-se também primers 
para a isoforma aoc2 de forma a obter um fragmento da ORF com 502pb, tendo a ORF 
igualmente 777pb (Tabela 2, aoc2). O desenho de primers para os fragmentos de aoc foi 
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obtido a partir de alinhamentos de sequências de contigs de ESTs de C. dentata e C. 
mollissima encontradas na base de dados Fagaceae Genomics Web (www.fagaceae.org) tanto 
para aoc4 como para aoc2. Os alinhamentos feitos no programa SeqMan 5.00 (DNAStar Inc) 
das sequências importadas de Fagaceae Genomics Web, possibilitaram encontrar zonas 
conservadas entre as diferentes sequências e a partir desse contig foram desenhados os 
primers pretendidos. Depois de desenhados os primers foram sujeitos à verificação de 
dímeros, hairpins, temperaturas de melting, utilizando o programa Primerselect 5.00 
(DNAStar Inc), de modo a escolher o par de primers mais adequado para cada fragmento 
pretendido. 
 
2.4.2. Quantificação de ácidos nucleicos 
A quantificação de produtos de PCR ou de DNA plasmídico foi estimado em electroforese de 
agarose 1% (p/v) em TBE 1x, com 25µL/mL de brometo de etídio, comparando com soluções 
de λ DNA de concentração conhecida. Para a sequenciação, a concentração de DNA foi 
obtida através de NanoDrop spectrophotometer ND - 1000 Alfagene. 
 
2.4.3. Amplificação de bibliotecas de cDNA 
A dada altura houve a necessidade de re-amplificar as bibliotecas de cDNA de modo a 
garantir amostra suficiente para o isolamento de fragmentos de genes. A amplificação de 
cDNA foi feita com base no protocolo Creator™ SMART™ cDNA Library Construction 
Clontech. 
 
2.4.4. Ligação ao vector de clonagem CloneJet e/ou TOPO-TA 
Após a purificação dos produtos de PCR procedeu-se à ligação dos fragmentos a um dos 
vectores de clonagem: CloneJet e TOPO-TA, usando o kit CloneJet
TM
 PCR Cloning 
Fermentas ou TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing Invitrogen. 
 
2.4.5. Transformação de bactérias competentes 
Com este protocolo pretendeu-se obter colónias de bactérias recombinantes, contendo 
plasmídios com os insertos obtidos por PCR. O procedimento utilizado foi o descrito em 
TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing Invitrogen. 
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2.4.6. PCR bacteriano  
Cada colónia putativamente recombinante foi sujeita a uma reacção de PCR de forma a 
verificar se o DNA plasmídico tinha o inserto de interesse. As condições de PCR são as 
usadas na amplificação do fragmento de interesse, substituindo o volume de cDNA por 
células que são transferidas com um palito estéril para o tubo de reacção e reduzindo o 
volume final para 25 L. Por outro lado e em simultâneo, cada colónia foi repicada, para 3mL 
de LB com antibióticos. Os tubos com a cultura foram incubados a 37ºC com 200 rpm de 
agitação, durante a noite. 
 
2.4.7. Mini-preps: isolamento do DNA plasmídico recombinante 
A Mini-Prep corresponde à extracção de baixas quantidades de DNA plasmídico bacteriano. 
Esta extracção permite isolar DNA plasmídico com o produto de PCR inserido no vector de 
clonagem. O procedimento utilizado foi o descrito em Sambrook et al., (1989). 
 
 2.4.8. Sequenciação 
Para reacções de sequenciação, o DNA plasmídico obtido por mini-preps deve estar 
purificado. A purificação passou por tratamento com RNAse: adicionou-se de RNAse a DNA 
plasmídico numa concentração de 0,2 µg/µL. Incubou-se 30 min a 37ºC. Adicionaram-se 
100L de clorofórmio:ácido isoamílico (24:1) agitou-se fortemente com vórtex 10s. 
Centrifugou-se a 13000rpm, à temperatura ambiente, durante 3-5min. Transferiu-se a fase 
aquosa para um novo tubo. Descartou-se a fase orgânica. Adicionaram-se 100L de 
clorofórmio:ácido isoamílico (24:1) agitou-se fortemente com vórtex 5s. Centrifugou-se a 
13000rpm, à temperatura ambiente, durante 3-5min. Transferiu-se a fase aquosa para um novo 
tubo. Adicionaram-se 0,5 volumes de NH4Ac 8M e 2,5 volumes de etanol absoluto. Agitou-se 
ligeiramente em vórtex. Centrifugou-se a 13000rpm, à temperatura ambiente, durante 20min. 
Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 300 L de etanol a 70%. Centrifugou-se a 
13000rpm, à temperatura ambiente, durante 5-7min. Removeu-se a totalidade do etanol com o 
auxílio de uma pipeta. Secou-se o pellet a 50ºC durante 10min. Ressuspendeu-se o pellet em 
Tris-HCl 10 mM pH 8,0. Quantificou-se pelo NanoDrop (ver 2.4.2.). 
Após purificação, procedeu-se aos ciclos de sequenciação: 
 
 
 
20 
 
Fase do ciclo de sequenciação 
Desnaturação inicial ou hot-start 3min a 94ºC 
 
25 Ciclos: 
 
Desnaturação 10s a 96ºC 
Emparelhamento 5s a Te do primer*  
Extensão 4min a 60ºC 
  
 4ºC (∞) 
 
Componente Volume (µL) 
ABI mix (Applied Biosystems) 1 
Tampão de sequenciação 2,5x (Applied Biosystems) 8 
Primer 10µM* 1 
DMSO (Sigma) 1,2 
ddH20 
DNA plasmídico  
7,8** 
100 ng 
Volume total da reacção 20 µL 
* O primer usado varia com o fragmento a sequenciar, foram usados os primers específicos ou primers 
universais presentes nos vectores de clonagem. 
** Varia consoante o volume de DNA plasmídico. 
 
Após os ciclos de sequenciação é necessário purificar as amostras antes da transferência para 
o sequenciador. Em epps de 1,5 mL adicionaram-se 80L de etanol a 60%. Adicionaram-se 
os 20L do produto de amplificação. Agitou-se ligeiramente em vórtex. Centrifugou-se a 
13000rpm, à temperatura ambiente, durante 20min. Eliminou-se o etanol vertendo o tubo 
sobre papel absorvente e depois todo o etanol fazendo-se spin-down e pipetando. 
Adicionaram-se 200L de etanol a 70%. Centrifugou-se a 13000rpm, à temperatura ambiente, 
durante 7min. Eliminou-se todo o etanol. Secou-se o pellet à temperatura ambiente durante 
10min. Adicionaram-se 30L de formamida (Hi-DiTM Formamide Applied Biosystems) ao 
pellet, e incubou-se 10min. Agitou-se com vórtex e fez-se um spin down. Desnaturou-se o 
DNA a 94ºC durante 3min. Agitou-se com vórtex e fez-se um spin down. Transferiu-se para 
tubos de 0,5 mL ABI 310 e introduziu-se no suporte de tubos do sequenciador ABI PRISM 
310 Genetic Analizer Applied Biosystems, Foster City, USA. O tratamento e análise dos 
resultados foram feitos na base de dados www.ncbi.nlm.nih.gov e usando o programa BioEdit 
Sequence Alignment Editor version 7.0.5.2. 
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2.5. Construção de um vector de transformação com gene aoc 
A construção de vectores de transformação foi feita para a zona codificante de aoc de tomate 
(aocLe), isolada por Serrazina (2004). Dois vectores foram envolvidos: pCambia ACS2 
(Connors et al., 2002b) e o vector comercial pCambia 1302 (http://www.cambia.org), 
representados em anexo 6.7. O vector pCambia ACS2 foi construído a partir do vector 
comercial pCambia 1391Xa, com inserção na posição 1, do promotor ACS2, como 
representado em anexo 6.6 A. Sob o controlo do promotor ACS2 está o gene repórter gusA, 
seguido do terminador NOS poly-A. A região do promotor inclui o codão de iniciação ATG. 
O vector pCambia 1302 tem o gene mgfp5, sob o controlo do promotor 35S, e do terminador 
NOS poly-A e ainda o gene de que confere resistência à higromicina- Hyg (R) (Anexo 6.7 B). 
Neste projecto pretendeu-se inserir a ORF de aocLe em pCambia ACS2, após a remoção de 
gusA, seguido da inserção da cassete ACS2:aocLe:NOS em pCambia 1302, obtendo-se um T-
DNA que contenha a cassete ACS2:aocLe:NOS:35S:mgfp5:NOS e o gene de Hyg (R). As 
ligações entre vector e fragmento foram feitas com o kit Rapid DNA Ligation (Fermentas). 
De forma a obter a ORF de aocLe e a cassete ACS2:gusA:NOS com os locais de restrição que 
são únicos nos locais destino, desenharam-se primers (Tabela 3.) com as zonas de 
reconhecimento para essas enzimas de restrição.   
 
Tabela 3. Primers específicos com locais de restrição (a negrito) para amplificar fragmentos a inserir no vector 
destino. O espaço entre nucleótidos indica o local de corte. Antes dos locais de restrição encontram-se 
nucleótidos auxiliares para o reconhecimento da enzima, e após os locais de restrição encontra-se o início da 
sequência que se pretende amplificar. Na segunda coluna estão as enzimas de restrição utilizadas e a localização 
exacta desses locais únicos no vector destino encontra-se entre parênteses (terceira coluna). 
Sequência de primers que contem o local de restrição Enzima de 
restrição  
Local de restrição único 
no vector destino (pb) 
Fwd para aocLe 
GACTAGTCA  CTAGTGCCACTGTTTCCTCAGCCT 
SpeI (BcuI) pCambia ACS2 (91) 
Rev para aocLe 
CCCAATGGGC  CAATGGTTAATTAGTGTAATTTTTC 
BstEII 
(Eco91I) 
pCambia ACS2 (1936) 
Fwd para ACS2:aocLe:NOS 
GAGTACTCGAGCT  CATGGCTCAGGGAAGAGGGAG 
SacI pCambia 1302 (9747) 
Rev para ACS2:aocLe:NOS 
GGGTACCCGGTAC  CCCCGATCTAGTAACATAGAT 
KpnI pCambia 1302 (9753) 
 
Amplificaram-se por PCR a ORF de aocLe e a cassete ACS2:gusA:NOS, nas seguintes 
condições de amplificação: 
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aocLe ACS2:gusA:NOS Volume (µL) 
DNA (pGEM) DNA (pCambia ACS2) 1 
Tampão de PCR 10x Invitrogen Tampão de PCR 10x Invitrogen 5 
MgCl2 50mM Invitrogen MgCl2 50mM Invitrogen 2 
dNTP mix 10 mM Fermentas dNTP mix 10 mM Fermentas 1 
Primer Fwd 10µM (Tabela 3.) Primer Fwd 10µM (Tabela 3.) 1 
Primer Rev10µM (Tabela 3.) Primer Rev 10µM (Tabela 3.) 1 
ddH20 ddH20 38,6 
Taq DNA polimerase Invitrogen Taq DNA polimerase Invitrogen 0,4 
 Volume total da reacção: 50 µL 
 
Efectuou-se o PCR num termociclador Biometra UNOII com os seguintes programas: 
 
Fase do PCR aocLe ACS2:aocLe:NOS 
Desnaturação inicial ou hot-start 2 min a 94ºC 2 min a 94ºC 
 
35 Ciclos: 
  
Desnaturação 30 s a 94ºC 30 s a 94ºC 
Emparelhamento 1 min a 60ºC 1 min a 60ºC 
Extensão 1 min a 72ºC 1 min a 72ºC 
   
Extensão final 10 min a 72ºC 10 min a 72ºC 
 4ºC (∞) 4ºC (∞) 
 
A ORF de aocLe está clonada no vector de pGEM T-easy (Promega) e após amplificação foi 
sub-clonada no vector TOPO-TA. Após a amplificação da cassete ACS2:gusA:NOS clonou-se 
no vector CloneJET. 
Fez-se a restrição com SpeI e BstEII no vector CloneJET contendo a cassete 
ACS2:gusA:NOS, de modo a remover o gene gusA, e no produto de amplificação de aocLe. 
Seguiu-se a ligação entre vector e fragmento obtendo o fragmento ACS2:aocLe:NOS em 
CleneJET. Ao fazer a restrição com SacI e KpnI de ACS2:aocLe:NOS e de pCambia 1302, 
seguida da ligação entre vector e fragmento, obtém-se o vector de transformação pretendido.  
 
2.6. Transformação de C. sativa via Agrobacterium tumefaciens  
Segmentos de epicótilo, hipocótilo e MA da variedade Longal foram sujeitos à transformação 
via Agrabacterium tumefaciens. Os ensaios foram efectuados com o vector comercial 
pCambia 1302 que contém o gene repórter da GFP (Anexo 6.7.). 
Antes da co-cultura procedeu-se à preparação de A. tumefaciens. A partir de uma cultura stock 
em glicerol a 50% de A. tumefaciens LBA4404, fez-se um riscado em caixa com meio 2xYT 
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(Anexo 6.8.1.) com rifampicina (16µg/mL). Incubou-se a 28ºC, 48h. Picou-se uma colónia 
isolada por erlenmeyer de 250mL com 50mL de 2x YT com rifampicina (16µg/mL). Incubou-
se a 28ºC com agitação até a densidade óptica a 600 nm ser 0,5-0,7 (cerca de 24-30h). 
Centrifugou-se 15min a 3000rpm a 4ºC e lavou-se sucessivamente com 50, 25, 1 e 0,05mL de 
glicerol a 10% estéril. O volume resultante dividiu-se em alíquotas de 40µL. 
A uma alíquota juntou-se, 1µL de DNA plasmídico (2-10 ng), no gelo. Transferiu-se para 
uma cuvette de electroporação e aplicou-se o pulso eléctrico de voltagem 2,2V no 
electroporador (Biorad MicroPulser W50x0,1). Transferiu-se imediatamente para tubo Falcon 
de 15mL com 1mL de meio 2x YT líquido com rifampicina (16µg/mL) e canamicina 
(50µg/mL) para recuperação bacteriana, incubando-se a 28ºC com agitação durante 3h. 
Plaqueou-se 10-100µL da cultura em 2x YT sólido com rifampicina (16µg/mL) e canamicina 
(50µg/mL) e incubou-se a 28ºC durante 72h.  
Na preparação da co-cultura, picou-se uma colónia isolada por erlenmeyer e fez-se crescer em 
2x YT líquido com rifampicina (16µg/mL) e canamicina (50µg/mL). Incubou-se a 28ºC, com 
agitação até OD650=1.0 (24-30h). Centrifugou-se, e ressuspendeu-se o pellet em 50mL de 
meio de indução de virulência (Anexo 6.8.2.) Incubou-se a 28ºC com agitação durante 3h.  
Para o estabelecimento da co-cultura, colocaram-se explantes de hipocótilos, epicótilos e MA, 
em placas de petri (60 x 15mm) com meio MRD. Sobre os explantes colocaram-se 2mL do 
inóculo para o primeiro ensaio realizado e para o segundo ensaio fez-se submergir 
completamente os explantes. Removeu-se o excesso de inóculo passada 1h. Deixou-se em co-
cultura 2 dias. Transferiram-se os explantes para meio Agro-kill (Anexo 6.8.3.) durante 2 
semanas. 
Para cada ensaio, preparam-se dois controlos: o controlo de selecção, do qual fazem parte 
explantes não transformados e sujeitos a meio Agro-kill e o controlo de regeneração, que 
corresponde a explantes não transformados e em meio MRD sem antibióticos. Após 2 
semanas, transferiram-se os explantes transformados e os explantes do controlo de selecção 
para meio Agro-kill com higromicina (5µg/mL para o primeiro ensaio e 6µg/mL para os 
restantes), de modo a seleccionar as plantas putativamente transformadas. Deixou-se em 
cultura 2 semanas. Após as 2 semanas os explantes foram transferidos para meio MRD com 
higromicina (meio selectivo). A cada 2 semanas, houve transferência para novo meio. 
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3. Resultados e Discussão 
3.1. Indução de embriogénese somática a partir de óvulos e embriões 
zigóticos de Castanea sativa 
C. sativa é uma espécie lenhosa muito recalcitrante à regeneração. Assim é necessário 
rejuvenescer o material vegetal, através da cultura in vitro, para obter explantes com boas 
capacidades regenerativas. A eficiência de regeneração depende do genótipo (Seabra e Pais, 
2003). A embriogénese somática constitui um sistema potencial de regeneração em C. sativa. 
Andrade et al. (2009) reportam um sistema de regeneração para C. dentata que gera centenas 
de árvores transgénicas, a partir de múltiplas linhas independentes de uma vasta série de 
genótipos. Induzem culturas embriogénicas em meio IMM (Andrade e Merkle, 2005) e 
quando obtêm massas pró-embriogénicas estabelecem as culturas em meio líquido. Estes 
autores verificaram que a capacidade de manipular culturas embriogénicas em suspensão quer 
para selecção de células transgénicas quer para a produção de plântulas somáticas faz com 
que seja possível utilizar este sistema em larga escala e com um elevado rendimento na 
produção de genótipos transgénicos de C. dentata.  
Com o objectivo de obter resultados similares em C. sativa, seguiram-se os procedimentos 
iniciais usados por Andrade e colaboradores (2009), para a obtenção de culturas 
embriogénicas em C. sativa, variedades: Martaínha e Longal (Série I) e Judia e Longal (Série 
II). Os resultados obtidos encontram-se descritos adiante e resumidos na tabela 4. 
 
3.1.1. Série I  
A indução de embriogénese foi iniciada utilizando sementes imaturas e polinizadas como 
descrito em 2.2. Na primeira colheita foram escolhidos ouriços com menos de 5cm de Longal 
e de Martaínha. As sementes tinham cerca de 1cm de comprimento e continham cerca de 8 
óvulos por semente. Não se observaram embriões zigóticos nesta fase.  
Ao fim do primeiro mês em cultura as variedades responderam de forma diferente. A 
variedade Longal apresentou alguma desdiferenciação, com necrose ao nível dos óvulos. Os 
conjuntos de óvulos necrosados bem como outras zonas necrosadas do explante, 
nomeadamente calli foram rejeitados. A variedade Martaínha apresentou menor grau de 
desdiferenciação por explante e no que se refere à necrose esta foi praticamente idêntica à 
observada em Longal. Não se obtiveram embriões em qualquer das variedades até às seis sub-
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culturas. Polin et al., (2006) descrevem em C. dentata, que a formação de massas pró-
embriogénicas ocorre até à segunda ou terceira sub- cultura.  
 
Tabela 4. Síntese de resultados para as diferentes séries e variedades testadas indução de embriogénese 
somática.  
Série/Variedade Material vegetal de partida Resultados 
I/Martaínha Sementes imaturas (com óvulos) 
polinizadas. 
Baixo grau de desdiferenciação; necrose ao nível 
dos óvulos. Calli não clorofilino. 
I/Longal Sementes imaturas (com óvulos) 
polinizadas. 
Médio grau de desdiferenciação; necrose ao nível 
dos óvulos. Calli não clorofilino. 
II/Judia Sementes com embrião zigótico 
a desenvolver e degenerescência 
dos óvulos. 
Os cotilédones mostraram alguma diferenciação (2 
semanas); um explante diferenciou estruturas tipo 
rebento; Calli não clorofilino. Necrose parcial ou 
completa do explante. 
II/Longal Sementes imaturas (com óvulos) 
e sementes com embrião 
zigótico a desenvolver e 
degenerescência dos óvulos. 
Calli não clorofilino. Necrose parcial ou completa 
do explante. 
 
3.1.2. Série II 
Para Longal a cultura embriogénica foi, na maior parte dos casos, a partir de sementes com 
óvulos e na minoria dos casos, a partir de sementes com embrião zigótico a desenvolver e 
degenerescência dos óvulos. Na variedade Judia a maior parte das sementes apresentava o 
embrião em formação e as sementes, que no geral tinham cerca de 2cm, eram maiores que as 
Longal (com cerca de 1cm). No primeiro mês de cultura, a maior parte dos explantes tinha 
formado calli não clorofilinos (Figura 1.A). Após duas semanas em cultura, verificou-se 
alguma diferenciação num número reduzido de cotilédones de Judia (Figura 1. B e C).  
Após seis semanas em cultura, um explante de Judia diferenciou estruturas do tipo rebento 
(Figura 1. E). Nesta altura, transferiu-se o explante para o meio de conversão à luz (Anexo 
6.1.2.) para induzir a síntese de clorofila (Andrade e Merkle, 2005) (Figura 1. F e G). Em 
pouco tempo o explante necrosou sem que tivesse ocorrido diferenciação.  
Após dois meses em cultura, verificou-se que um explante, também de Judia, diferenciou 
estruturas semelhantes a embriões no estado globular (Figura 1. D) sem que, no entanto, se 
tenha verificado evolução interessante a partir desta fase. 
Na variedade Longal não foi observada diferenciação.   
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Figura 1. Explantes de Judia em meio IMM no escuro (A- E) e em meio de germinação à luz (F-G) para indução 
de embriogénese somática. A- Conjunto de óvulos degenerados (seta branca) envolvidos em callus (seta preta), 
com 4 semanas de cultura. B- Diferenciação de uma estrutura semelhante a um embrião na fase cotiledonar 
(seta) a partir de cotilédone, com 6 semanas em cultura. C- Diferenciação de estruturas semelhantes a embriões 
em fase globular (seta) a partir de cotilédone, com 6 semanas de cultura. D- Explante com algumas estruturas 
semelhantes a embriões no estado globular (setas) com 8 semanas em cultura. E-G Explantes com estruturas 
semelhantes a rebentos (setas) E- Com 6 semanas em cultura. F- Após 2 semanas de ser transferido para meio de 
germinação à luz; G- Em tubo de cultura com 2 semanas após a transferência. Barra (A-F) = 0,5cm; (G) = 1cm.  
 
Em todas as variedades, a primeira resposta por parte da maioria dos explantes foi o aumento 
de volume, seguindo-se a formação de calli e, na maioria dos casos necrose parcial e total. Ao 
longo do tempo, o número de explantes foi diminuindo devido principalmente a necrose e 
A
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mais raramente a contaminações bacterianas e fúngicas. Os explantes que restaram foram 
mantidos durante seis sub-culturas não tendo ocorrido formação de embriões somáticos.  
Os resultados obtidos por Andrade, et al. (2009), descritos neste capítulo, não foram 
reproduzidos neste trabalho, pois não se obtiveram massas pró-embriogénicas em meio 
líquido. 
A indução de embriogénese somática constitui uma ferramenta poderosa para a recuperação 
de C. dentata. No entanto, a indução de morfogénese varia não só com a espécie mas também 
com o genótipo, e até com a idade de uma linhagem (Andrade et al., 2009). Assim e tendo em 
conta que se trata de espécies diferentes, não foi possível reproduzir, nas variedades testadas 
de C. sativa, o protocolo de embriogénese descrito para C. dentata. 
 
3.2. Indução de NO e RD a partir de sementes  
Não se tendo obtido embriões somáticos nas variedades Judia, Martaínha e Longal, após 
utilização do protocolo de Andrade et al. (2009) germinaram-se castanhas das variedades 
Judia e Longal como descrito em 2.3., com o objectivo de induzir NO a partir dos hipocótilos 
e epicótilos dos germinantes. A germinação de castanhas foi efectuada, visto que, em espécies 
lenhosas recalcitrantes, é possível obter um sistema de regeneração eficiente, a partir de 
material juvenil (Seabra, 1998). 
 
3.2.1. Ensaios de germinação 
A boa taxa de germinação de sementes depende grandemente do seu estado fitossanitário na 
altura da colheita, da viabilidade e do estado de desenvolvimento do embrião.  
No anexo 6.9. está uma tabela que resume as principais condições dos ensaios de germinação, 
bem como a utilização dos germinantes em ensaios ulteriores. 
 
3.2.1.1. Ensaio I – Judia 
Numa primeira fase germinaram-se castanhas de Judia, uma vez que esta variedade 
apresentou uma melhor resposta nos ensaios de embriogénese somática. As sementes foram 
colocadas uma por tubo de cultura com o objectivo de assegurar o mínimo de contaminações. 
Foram germinadas 258 sementes com uma taxa de germinação de aproximadamente 55% 
(Figura 2.A e Tabela 5.). 
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Na maior parte dos casos, o inicio da germinação, dado pelo aparecimento da radícula (Figura 
2.B), foi observado ao fim de uma semana. No entanto, este processo mostrou-se assíncrono. 
Ao fim de duas semanas e, na maioria dos casos, observou-se a formação de raiz (com ou sem 
raízes adventícias), hipocótilo, epicótilo e primeiras folhas na zona do MA (Figura 2.E e I). 
 
Tabela 5. Percentagens de germinação e de contaminação para os diferentes ensaios de germinação para as 
variedades Judia e Longal, nos respectivos recipientes de cultura. 
Ensaio/Variedade Recipiente de cultura % Germinação % Contaminação 
I/Judia Tubo de cultura 55% Não contabilizado 
II/Judia Tubo de cultura  56% (castanhas); 75% 
(embriões isolados) 
18% (castanhas); 5% 
(embriões isolados) 
III/Longal Frascos A70 86% 42% 
  
3.2.1.2. Ensaio II – Judia 
Numa segunda fase, e de modo a obter mais material vegetal, foram germinadas 347 
castanhas e 150 embriões isolados num total de 501 sementes, como descrito em 2.3. A taxa 
de germinação para este segundo ensaio foi de aproximadamente 56% para as castanhas e de 
75% para os embriões isolados num valor médio de 61,7% (Tabela 5.). Verificou-se que 
muitos embriões isolados não foram capazes de desenvolver a parte aérea. Isto pode dever-se 
ao facto de aquando do destacamento do embrião, ter havido algum dano no mesmo 
resultando na perda do eixo radicular e/ou caulinar. De um modo geral, o desenvolvimento 
dos embriões isolados da semente em plântulas mostrou-se bastante mais lento (cerca de 2 
meses) comparativamente com embriões alojados nos cotilédones (cerca de uma semana). 
Esta taxa de germinação de sementes, apesar de assíncrona, foi em média semelhante à obtida 
em 3.2.1.1. em que se observou o começo do desenvolvimento de plântulas ao fim de uma 
semana. Em duas semanas, os embriões isolados apenas tinham alongado (Figura 2. C) e às 
seis semanas não se observaram plântulas, apesar de os tecidos já se apresentarem clorofilinos 
(Figura 2. D). Verificou-se que as plântulas formadas a partir de embriões isolados 
apresentavam um sistema radicular e caulinar menos vigoroso (Figura 2. F) que as plântulas 
obtidas a partir da semente. Assim, as reservas contidas na semente proporcionam um 
desenvolvimento mais rápido e eficaz que o meio suplementado usado, descrito em 2.3. 
Neste ensaio, bem como no ensaio III, foi contabilizada a taxa de contaminação. A taxa de 
contaminação das castanhas foi cerca de 18%, e dos embriões isolados foi cerca de 5%, num 
valor médio de 7,8% (Tabela 5.). Estes resultados mostram que o processo de esterilização 
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dos embriões isolados foi eficiente e sugere também que grande parte dos microrganismos 
responsáveis pelas contaminações de germinantes se encontra nos cotilédones.   
Figura 2 – Germinação em C. sativa. A- Tubos de cultura, cada um com uma semente da variedade Judia. B- 
Germinantes com uma semana (Judia). C-D- Embriões isolados da variedade Judia em meio de germinação para 
embriões com duas semanas (C) e com seis semanas (D). E- Aspecto do desenvolvimento da semente com raiz 
(1), hipocótilo (2), cotilédones (3), epicótilo (4) e primeiras folhas (5) com duas semanas de cultura. F- Aspecto 
do desenvolvimento do embrião isolado com hipocótilo (1), epicótilo (2) e primeiras folhas (3) com três meses 
de cultura. G-H- Germinação em frascos de cultura, com três sementes por frasco da variedade Longal, em (H) 
observa-se o desenvolvimento das sementes com cerca de três semanas. I- Aspecto de um germinante da 
variedade Judia com três semanas de cultura, onde se observa quatro (setas) epicótilos provenientes da mesma 
semente. Barra (A, G e H) = 20cm; (B-E e I) = 3cm; (F e J) = 1,5 cm.  
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3.2.1.3. Ensaio III – Longal 
Neste ensaio foram germinadas 267 sementes com uma taxa de germinação aproximadamente 
de 86% e uma taxa de contaminação de 41,95% (Tabela 5.). Neste ensaio as sementes foram 
germinadas em frascos A70 (Figura 2.G-H), como descrito em 2.3. Nestes recipientes, o nível 
de hidratação das sementes manteve-se elevado visto que foi possível introduzi-las 
praticamente inteiras. O uso dos frascos A70 teve como objectivo aumentar a taxa de 
germinação, pelo aumento da hidratação das sementes. De facto, verificou-se uma maior taxa 
de germinação (86%) comparativamente com o mesmo tipo de germinantes da variedade 
Judia (55%) (Tabela 5.). Mesmo não sendo da mesma variedade, a diferença entre taxas de 
germinação parece considerável (31%). Por outro lado, verificou-se uma elevada taxa de 
contaminação (41,95%), visto que muitas vezes existiu o contacto entre germinantes 
contaminados e não contaminados. 
 
3.2.1.4. Conclusões dos ensaios de germinação  
Os três ensaios de germinação de C. sativa mostraram diferenças entre os sistemas utilizados. 
No entanto deve ter-se em consideração que se utilizaram variedades diferentes. A taxa de 
germinação das sementes foi maior na variedade Longal (86%), do que a variedade Judia 
(55,5%), quando germinadas três castanhas por frasco. Na variedade Judia, os embriões 
isolados apresentaram a maior taxa de germinação (75%) seguidos da germinação de uma 
castanha por tubo de cultura (55,5%). Estes resultados sugerem que tanto o volume 
disponível, como o nível de hidratação podem ser limitantes de uma boa germinação. 
A velocidade de germinação em ambas as variedades não foi uniforme. No entanto, na 
maioria dos casos da germinação de sementes, após uma semana foi observada a formação de 
raiz. Em Judia, a velocidade de germinação de sementes foi superior à germinação de 
embriões isolados. Estes resultados sugerem que os nutrientes fornecidos no meio para 
germinação de embriões isolados não foram suficientes, ou de alguma forma não se 
adequaram às necessidades nutricionais dos mesmos. Outro factor a considerar é o facto dos 
embriões isolados apresentarem níveis de hidratação baixos, este factor sendo agravado com a 
lavagem em lixívia no passo de desinfecção.  
Outro factor relevante a ter em conta é o vigor dos germinantes. Os ensaios de indução de 
NO/RD e transformação com A. tumefaciens, necessitam de explantes vigorosos menos 
propensos à fenolização e necrose. As plântulas provenientes de embriões isolados 
mostraram-se menos vigorosas do que as plântulas obtidas sem remoção de cotilédones, 
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mostrando que o último sistema é mais eficaz para os ensaios ulteriores, em que são usados 
hipocótilos e epicótilos. Estes explantes, frágeis e finos, têm alta probabilidade de necrose o 
que pode impossibilitar a regeneração de novas plântulas. 
Verificou-se que o sistema de germinação de três castanhas por frasco é mais propício a 
infecções (42%), seguido do sistema de germinação de uma castanha por tubo (18%) e por 
fim a germinação de embriões isolados (5%). Os resultados mostram que uma menor 
superfície de semente tem menor probabilidade de contaminação. A anatomia superficial da 
semente revela bastantes irregularidades, o que facilita o alojamento de microrganismos em 
zonas onde o agente de desinfecção tem dificuldades de penetração. Assim, nos embriões 
isolados desprovidos de cotilédones, a desinfecção foi mais eficaz resultando em quase total 
ausência de infecções. No entanto, a taxa de infecção pode também depender da variedade, 
altura da colheita, entre outros factores, como já referido. 
Estes resultados sugerem que a escolha de um sistema de germinação eficaz passa por um 
compromisso entre possibilitar ao germinante bons níveis nutricionais e de hidratação. Por 
outro lado, a germinação independente (1 explante/recipiente de germinação) tem um efeito 
positivo na restrição de contaminações. 
 
3.2.2. Indução de nódulos organogénicos (NO)  
Com o objectivo de induzir NO em C. sativa realizaram-se diferentes ensaios como descrito 
em 2.3. Na figura 3.A está representado o explante inicial com cortes transversais de modo a 
induzir a divisão celular. Em todos os ensaios, a inoculação dos explantes iniciais resultou, 
para a maioria dos explantes, no desenvolvimento e aumento de volume de calli após a 
primeira semana. Estes calli eram mais abundantes na zona de ferida e na maioria eram 
clorofilinos (Figura 3. B-C).  
O ensaio em que epicótilos e MA foram colocados em meio de cultura com concentrações de 
0,25, 0,5, 1 e 2 mg/L de BAP foi feito com o intuito de se perceber qual o efeito da citocinina 
na indução de NO em castanheiro e se esse efeito era dependente da concentração. Neste 
ensaio verificou-se que a concentração de 0,25 mg/L de BAP não foi suficiente para induzir a 
formação de estruturas do tipo nodular. Os explantes sujeitos a esta concentração de 
citocinina apenas apresentaram formação de alguns calli clorofilinos. As concentrações de 
0,5, 1 e 2 mg/L de BAP mostraram um efeito positivo na formação de estruturas do tipo pré-
nodular, embora não se tenha observado diferenças na resposta geral dos explantes. 
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Ao fim de 35 dias em cultura foram visíveis massas celulares densas e esféricas (Figura 3. D), 
característica que é tida em conta na classificação de NO (McCown et al., 1988). Em H. 
lupulus esta fase foi observada aos 25-28 dias após indução de entre-nós (Fortes e Pais, 2000). 
Aos 45 dias, 10% dos explantes de epicótilos em meio MINO com concentrações de 0,5 e 2 
mg/L de BAP, apresentavam numa das extremidades o desenvolvimento de estruturas do tipo 
nodular e na outra o desenvolvimento de rebentos, sem formação de estruturas do tipo nodular 
ou callus (Figura 3. E-G). Em Populus euphratica os calli deram origem a rebentos 
adventícios depois dos 50-60 dias em cultura no escuro (Ferreira et al., 2009). 
A partir dos 45 dias não se observou, em C. sativa, o destacamento das estruturas do tipo 
nodular em causa. De modo a confirmar que as massas celulares densas e esféricas 
correspondiam a NO, procedeu-se ao estudo histológico em diferentes tempos de cultura 
como descrito em 2.3.1. 
 
3.2.2.1. Estudo histológico 
Neste trabalho é pela primeira vez reportado um estudo histológico dos eventos morfogénicos 
envolvidos na formação de estruturas do tipo nodular em C. sativa. Este estudo realizou-se ao 
longo do processo morfogénico em epicótilos. Secções transversais de epicótilos no tempo 
zero mostram a estrutura típica de um caule de dicotiledóneas, onde se observa a epiderme, o 
córtex, os feixes vasculares e a medula (Figura 3. H-I).  
Até aos 35 dias em cultura, verificou-se rebentamento da epiderme levando ao aumento de 
volume do explante. Neste tempo de cultura, a estrutura do explante inicial é mantida e ao seu 
redor são observadas camadas de células desorganizadas (Figura 3. J). Aos 45 dias em cultura 
são visíveis várias estruturas do tipo pré-nodular em redor do explante inicial (Figura 3. K) 
que, no entanto, não apresentam um padrão interno de diferenciação bem definido. 
As células da camada epidérmica envolvendo os pré-nódulos, mostraram uma coloração 
intensa com verde iodo nas paredes celulares, sugerindo uma lenhificação destas estruturas. 
Esta coloração foi também verificada em centros organizadores (Figura 3. M), onde o pré-
cambio se encontra pouco desenvolvido e os feixes vasculares ainda não se encontram 
totalmente organizados (Figura 3. L-M).  
Ao fim de 75 dias em cultura, não foram observadas estruturas com um padrão interno de 
diferenciação bem definido, com duas camadas de células distintas (epiderme e córtex 
vascular) e apresentando ainda, no mínimo, três tipos de células (meristemáticas, 
parenquimatosas ricas em plastos e elementos vasculares), características necessárias para se  
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Figura 3 – Indução de NO e estudo histológico em C. sativa, variedade Longal. A-G- Explantes em meio MINO 
desde o dia zero ao dia 45. A- Dia zero, as setas indicam os cortes transversais; B- Dia 14, onde se observam 
alguns calli (setas); C- Dia 25, calli clorofilinos (cc); D- Dia 35, estruturas do tipo nodular (en) e calli 
clorofilinos; E e F- Duas perspectivas do mesmo explante com 45 dias em cultura, as setas indicam os rebentos 
numa das extremidades, na extremidade oposta estão estruturas do tipo nodular (E) ou calli clorofilinos (F); G- 
Zona de estruturas do tipo nodular e rebentos nas duas extremidades do explante; H-N- Cortes transversais de 
explantes em meio MINO desde o dia zero ao dia 75, corados com verde iodo e carmim aluminado. H-I- Dia 
zero, vista geral do explante (H), pormenor (I); J- Dia 35 onde se observa a estrutura do explante inicial e 
camadas de células desdiferenciadas ao redor; K- Dia 45 onde se observa a estrutura do explante inicial (seta) e 
ao redor estruturas do tipo nodular; L-N- Dia 75, onde se observam várias camadas de células desdiferenciadas, 
estruturas vasculares (a verde), um feixe vascular rodeado de células meristemáticas- centro organizador (co) 
(M- seta) e um pormenor dos cristais de oxalato de cálcio (N- seta). Barra (B, E-F) = 1cm; (A, C e D) =0,5cm; 
(H-K) =1mm; (L-N) =150µm. (ep) - epiderme; (c) - cortex; (fv) - feixes vasculares; (m) – medula. 
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considerar estar na presença de NO (McCown et al., 1988). 
No interior das estruturas do tipo pré-nodular encontram-se células dispersas com elevada 
acumulação de cristais de oxalato de cálcio (Figura 3. L e N), diminuindo a presença deste 
composto nas células mais periféricas. Este padrão de ocorrência de oxalato de cálcio celular  
foi anteriormente descrito por Joana Costa (2002) em relatório não publicado. Os cristais de 
oxalato de cálcio encontram-se distribuídos em todos os grupos taxonómicos de organismos 
fotossintéticos. As suas principais funções incluem a grande versatilidade de usos do cálcio e 
a protecção contra a herbivoria (Franceschi e Nakata, 2005).   
As secções de explantes induzidas para a formação de NO apresentaram até aos 75 dias em 
cultura estruturas do tipo pré-nodular, não tendo ocorrido a evolução para a formação de NO, 
tal como sugerido pelo estudo histológico. 
A optimização do processo de formação de NO em Castanea surge com duplo objectivo: o 
desenvolvimento de um sistema eficiente de regeneração e o conhecimento do papel da 
mobilização dos cristais de oxalato de cálcio a nível neste processo morfogénico.  
Não tendo sido possível obter NO com as regulações de BAP testadas, foram feitos novos 
ensaios com diferentes razões entre diferentes fitorreguladores (BAP e auxinas [NAA, IBA e 
IAA]), e com diferentes explantes do germinante, como descrito em 2.3. e representado na 
tabela 6. Com a obtenção de RD a partir do explante, nos ensaios descritos em 3.2.2., estes 
novos ensaios foram conduzidos de forma a obter NO e/ou RD. No entanto, não se obtiveram 
diferenças nas estruturas do tipo nodular formadas. Os ensaios realizados para a indução de 
RD mostraram-se mais eficazes, pelo que a seguir se dará particular realce aos resultados 
obtidos. 
 
3.2.3. Regeneração directa 
Os primeiros resultados de RD foram obtidos em epicótilos mantidos em meio MINO com 
0,5 e 2 mg/L de BAP, descritos em 3.2.2. Em ensaios seguintes foram testados diferentes 
razões entre BAP e citocininas (NAA, IBA e IAA), descrito em 2.3., e com diferentes 
explantes do germinante, (Tabela 6, Figura 4. A-B). Neste ensaio, a cultura dos explantes 
resultou, na sua maioria, na primeira semana, no aumento de volume e desenvolvimento de 
calli. Estes calli eram mais abundantes na zona de ferida, clorofilinos para [1] e [2] e não 
clorofilinos para [3] e [4] (Figura 4. A-C, Tabela 6).   
Ao fim de 20 dias em cultura, 30% dos explantes da zona [1] regeneraram rebentos. A 
regeneração ocorre directamente do explante sem passar por estruturas do tipo nodular ou 
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calli (Figura 4. D). Na maioria dos casos, o explante inicial regenerou um ou dois rebentos, no 
máximo três rebentos por explante (Figura 4. F-G). Seabra (1998) obtive 6-10 rebentos por 
hipocótilo em C. sativa (variedade desconhecida), no mesmo meio de indução mas sem fonte 
de ferro, com BAP 1mg/L, neste trabalho designado por MRD. 
 
Tabela 6. Síntese de resultados da cultura in vitro de diferentes explantes de germinantes para teste à RD, nas 
razões de fitorreguladores testadas. 
Zona  Descrição Principais resultados 
 
[1] Hipocótilo, imediatamente a seguir 
à junção dos cotilédones  
Diferenciação directa de rebentos; calli 
clorofilinos; estruturas do tipo nodular. 
[2] Hipocótilo, imediatamente antes da 
zona pilosa radicular 
Calli clorofilinos; estruturas do tipo nodular.  
[3] Raiz, imediatamente a seguir à zona 
pilosa 
Alongamento; calli não clorofilinos; necrose. 
[4] Raiz, imediatamente antes da coifa  Alongamento; calli não clorofilinos; necrose. 
 
A zona [2] do germinante caracterizou-se por apresentar calli clorofilinos e estruturas do tipo 
nodular semelhantes às obtidas após indução de NO em epicótilos, descrito em 3.2.2. 
As zonas [3] e [4] do germinante mostraram inaptidão para a regeneração de rebentos nas 
variações hormonais testadas. A resposta foi de algum alongamento da raiz (mais intenso na 
zona [4]), seguido de calli não clorofilinos e ulterior necrose dos tecidos (Figura 4. A-C e E). 
Não foram observadas estrutura do tipo nodular nestas zonas do germinante.  
Relativamente ao tipo, concentração e combinação de fitorreguladores usados, os resultados 
estão resumidos na tabela 7. Existem combinações que parecem ser mais favoráveis à 
regeneração de rebentos. É o caso de 2 mg/L BAP e 0,01 mg/L IBA em que 20% dos 
explantes regeneraram obtendo-se 2 e 3 rebentos por explante, comparativamente com 0,5 
mg/L BAP e 0,01 mg/L NAA em que não ocorreu regeneração. 
Os resultados obtidos nos ensaios de RD foram obtidos com um baixo número de explantes 
testados para cada combinação de fitorreguladores. No entanto, foram úteis para perceber que 
a zona [1] do germinante é mais adequada para RD sendo que 2 mg/L BAP é a concentração 
de citocinina mais promissora. Para obtenção de um protocolo de regeneração mais robusto, a 
composição do meio de cultura deve ser optimizada, e testada num número mais elevado de 
explantes por combinação. 
Quando num meio de cultura se usam fitorreguladores, deve ter-se em conta os níveis 
endógenos do explante. Geralmente, uma maior concentração de auxinas promove a formação 
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de ápices radiculares e, em contraste, uma maior concentração de citocininas promove a 
formação de ápices caulinares. Uma concentração igual destes fitorreguladores permite obter 
células desdiferenciadas em cultura (callus) (Taíz e Zeiger, 2004).  
As contaminações também dificultaram a obtenção de resultados em algumas combinações de 
fitorreguladores. Embora não se tenham verificado contaminações externas, os explantes 
provenientes dos germinantes, ao fim de algum tempo em cultura in vitro apresentavam, em 
alguns casos, contaminações endógenas. O mesmo resultado foi obtido por Seabra (1998) em 
hipocótilos de C. sativa, no mesmo meio de indução mas sem fonte de ferro e BAP 1mg/L. 
 
Tabela 7. Síntese de resultados da indução de RD visando a fitorregulação usada em MINO.  
       Auxina 
Citocinina 
0,01 mg/L IAA 0,01 mg/L IBA 0,01 mg/L NAA 
0.5 mg/L 
BAP 
10% dos explantes regeneraram 
rebentos, (2 rebentos por 
explante).  Após 3 meses e 
meio apresentavam ~3,5 cm de 
comprimento. Restantes 
explantes com calli clorofilinos. 
Contaminações endógenas 
e/ou exógenas. 
Calli clorofilinos. 
1 mg/L 
BAP 
Contaminações endógenas e/ou 
exógenas. 
Contaminações endógenas 
e/ou exógenas. 
10% dos explantes 
regeneraram rebentos, (2 
rebentos por explante). 
Após 3 meses e meio 
apresentavam 5-6 cm de 
comprimento. Restantes 
explantes com calli 
clorofilinos. 
2 mg/L 
BAP 
10% dos explantes regeneraram 
rebentos, (2 rebentos por 
explante). Restantes explantes 
com calli clorofilinos. Ensaio 
concluído precocemente devido 
a contaminações endógenas 
e/ou exógenas. 
20% dos explantes 
regeneraram rebentos, (2 a 3 
rebentos por explante). Após 
3 meses e meio apresentavam 
5-6 cm de comprimento. 
Restantes explantes com calli 
clorofilinos 
20% dos explantes 
regeneraram rebentos. 
Restantes explantes com 
calli clorofilinos. Ensaio 
concluído precocemente 
devido a contaminações 
endógenas e/ou exógenas. 
 
Testou-se ainda um meio MRD (meio MINO sem fonte de ferro), tal como em Seabra 1998, e 
com a regulação hormonal de 1 e 2 mg/L de BAP, como referido em 3.2. e em anexo 6.4. Os 
germinantes restantes (Ensaio II) para este ensaio não foram suficientes para obter resultados 
com significância. A  realçar que um explante em meio com  1  mg/L de BAP  que  regenerou  
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Figura 4. - Indução de NO/RD em C. sativa, variedade Longal. A-G – meio MINO; H – Meio de alongamento. 
A-C – Explantes com 20 dias em cultura provenientes de diferentes explantes do germinante: hipocótilo 
(imediatamente a seguir ao nó cotilédonar [1] e imediatamente antes da zona pilosa radicular [2]) e raiz 
(imediatamente a seguir à zona pilosa [3] e imediatamente antes da coifa [4]); em [3] e [4] observa-se necrose 
dos tecidos. A-, BAP 1mg/L, NAA 0.01 mg/L; B- BAP 2mg/L, NAA 0.01 mg/L; C – BAP 2mg/L, IBA 0.01 
mg/L. D – Pormenor de um explante com 20 dias de cultura proveniente da zona [1] com RD (seta), BAP 
2mg/L, IBA 0.01 mg/L. E – Pormenor de um explante com 20 dias de cultura proveniente da zona [4], onde se 
observa calli não clorofilinos (seta) e o alongamento dos tecidos (za- zona de alongamento), BAP 2mg/L, IBA 
0.01 mg/L. F-G – Regeneração de dois rebentos a partir de um explante com três meses em cultura (F) e três 
meses e meio em cultura (G), BAP 2mg/L, IBA 0.01 mg/L; H- Explantes provenientes de MA, com dois meses 
e meio em cultura, BAP 0,5 mg/L. Barra = 1cm.  
 
 
A
B
DC E
GF H
[4][3]
[2]
[1][1] [2]
[3] [4]
[1]
[2]
[3]
[4]
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rebentos, que ao fim de 2 meses e meio e apresentavam um comprimento de 
aproximadamente 3 cm. Nesta etapa, germinaram-se castanhas da variedade Longal (a única 
disponível na altura (em final de Março) de modo a garantir material vegetal para ensaios 
ulteriores, nomeadamente ensaios de transformação com A. tumefaciens descritos em 3.5. 
 
3.2.4. Cultura in vitro de meristemas apicais 
Em todos os ensaios de indução e manutenção de NO/RD a partir de sementes foram testados 
meristemas apicais, nos diferentes meios de cultura. Nestes ensaios, a resposta por parte dos 
explantes foi praticamente uniforme: alongamento e formação de novas folhas. A velocidade 
de resposta não foi constante. Em meios suplementados com concentrações de BAP inferior a 
0,5 mg/L houve uma resposta mais lenta: cerca de mês e meio a mais para atingir a mesma 
altura. Quando os explantes apresentavam uma altura superior a 3 cm foram transferidos para 
meio de alongamento (Anexo 6.5.) e para recipientes mais altos (Combiness® 
O118/120+OD118; Figura 5. H) de forma a facilitar o seu alongamento. Estes recipientes 
permitem ainda uma menor vitrificação dos tecidos. Esta manutenção dos rebentos teve como 
objectivo assegurar material vegetal para ensaios ulteriores, nomeadamente ensaios de 
transformação genética via A. tumefaciens. Os rebentos mantiveram-se in vitro até ao final 
dos trabalhos e não tendo sido usados para qualquer ensaio.     
 
3.3. Isolamento de genes relacionados com a resistência à doença da tinta 
Os genes relacionados com a resistência à doença da tinta que nos propusemos isolar neste 
trabalho foram: gluc e aoc. Os primers desenhados permitiram o isolamento de fragmentos 
destes genes através da técnica de PCR. 
 
3.3.1. β- 1,3 - Glucanase  
A ORF de uma β- 1,3- glucanase (gluc) foi isolada por PCR, utilizando 
primers específicos, a partir de uma biblioteca de cDNA de C. dentata 
como descrito em 2.4. A imagem da electroforese de um fragmento do 
gene gluc obtido por PCR está representado na figura 5, apresentando o 
peso molecular de 1109pb. 
Figura 5. Imagem de electroforese do amplicão gluc. 1- MM; 2- Fragmento de cDNA de gluc com 1109pb. 
Imagem em negativo. 
 
1109pb
500pb
1000pb
1           2
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Tabela 8. Composição aminoacídica de β-1,3- glucanase de C. dentata. 
  
 
O resultado da sequenciação mostra que o fragmento 
isolado tem elevada homologia com β-1,3-glucanases de 
outras espécies lenhosas: 78% com Vitis vinifera (e-value 
= 2e
-34
), 77% com Populus trichocarpa (e-value = 3e
-94
) 
e com Hevea brasiliensis (e-value = 5e
-98
) e 69% com 
Olea europaea (e-value = 2e
-41
).  
Através do programa EditSeq
©
 5.00 (DNAStar Inc.), 
encontrou-se a ORF putativa de gluc com peso molecular 
de 1041pb. A sequência de nucleótidos e de aminoácidos 
está representada em anexo 6.10. As sequências que 
apresentaram elevada homologia com a gluc obtida neste 
trabalho, têm ORFs com os seguintes pesos moleculares: 
Vitis vinifera 1083pb, Populus trichocarpa 1102pb, 
Hevea brasiliensis 1242pb e Olea europaea 1032 pb. 
Estes resultados mostram que, das opções de ORFs dadas 
pelo programa EditSeq
©
 5.00 (DNAStar Inc.), a ORF de 
gluc com peso molecular de 1041pb estará mais concordante com pesos moleculares das 
ORFs das espécies referidas, visto que as outras ORFs dadas pelo programa são de peso 
molecular inferior. 
Utilizando o programa Protean
©
 5.00 (DNAStar Inc.), podemos obter a composição 
aminoacídica do produto de gluc (Tabela 8., Anexo 6.9.) bem como a sua caracterização 
química. Verificou-se que a proteína é constituída por 346 aa e tem um peso molecular de 38 
kD. A caracterização química da proteína mostrou que é um polipéptido ácido, com ponto 
isoeléctrico de 6,408 e carga de -0,773 a pH 7,0. De acordo com a Tabela 8., a composição de 
aa mostra que existe predominância de Leucina (9,54%), seguido de Alanina (9,25%), Serina 
(8,67%) e Glicina (8,38%). Estes resultados são concordantes com os obtidos por Serrazina 
(2004), que obteve a ORF de uma β- 1,3- glucanase de C. sativa com 1044pb. Apresenta um 
codão a mais que C. dentata, mas a caracterização química de gluc de C. sativa mostra-se 
muito semelhante à gluc de C. dentata. 
Alinhamentos entre as duas sequências e as sequências de β-1,3- glucanases de outras 
espécies, mostraram que a gluc de C. sativa é bastante semelhante nos domínios conservados 
com a gluc de C. dentata, o que é indicativo de que correspondem à mesma proteína.   
Aminoácidos Percentagem 
Com carga (RKHYCDE) 22,25 
Acídicos (DE) 8,09 
Básicos (KR) 7.80 
Polares (NCQSTY) 29,19 
Hidrofóbicos (AILFWW) 37,28 
A Ala 9.25 
C Cys 0.29 
D Asp 4.34 
E Glu 3.76 
F Phe 4.62 
G Gly 8.38 
H His 0.58 
I Ile 4.34 
K Lys 3.18 
L Leu 9.54 
M Met 2.60 
N Asn 7.51 
P Pro 6.07 
Q Gln 4.05 
R Arg 4.62 
S Ser 8.67 
T Thr 3.18 
V Val 7.80 
W Trp 1.73 
Y Tyr 5.49 
B Asx 0.00 
Z Glx 0.00 
X Xxx 0.00 
. Ter O,29 
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A técnica de PCR permitiu isolar a ORF de gluc a partir de cDNA de C. dentata. O seu 
isolamento é importante para o melhoramento de Castanea visto que está descrito como tendo 
papel relevante na defesa a patogéneos em plantas (Romero et al., 2006; Doxey et al., 2007). 
Em C. sativa, análises por Northern Blotting sugerem que a β- 1,3- glucanase isolada tem um 
papel importante na resposta de defesa a P. cinnamomi, sendo esse papel indirecto por libertar 
elicitadores ou despoletar a resposta hipersensitiva (HR) (Serrazina, 2004). 
Assim, considera-se que o isolamento de gluc neste trabalho contribui para um melhor 
conhecimento acerca dos genes envolvidos na resposta de defesa a fungos patogéneos em 
Castanea.   
 
3.3.2. Óxido de aleno ciclase (aoc)  
De modo a isolar um fragmento do gene de aoc, numa primeira abordagem usaram-se primers 
desenhados por Serrazina (2004) destinados a isolar uma ORF de aoc de C. sativa. O 
objectivo não foi concretizado, tendo então isolado a ORF de aoc na solenácea Lycopersicon 
esculentum (tomate) (Serrazina, 2004) (Anexo 6.6.1.). Mais recentemente os primers para aoc 
foram obtidos a partir de sequências de contigs de ESTs de C. dentata e C. mollissima 
encontradas na base de dados de Fagaceae Genomics Web (Susana Serrazina, comunicação 
pessoal). O resultado da amplificação por PCR com estes primers está representado na Figura 
6. Os produtos de PCR obtidos fragmentos com cerca de 400pb. O cDNA foi purificado do 
gel, clonado no vector TOPO-TA e sequenciado. Os resultados da 
sequenciação mostram que o fragmento tem elevada homologia com aoc 
de outras espécies: 77% com Populus trichocarpa (e-value = 1e
-47
), 74% 
com Humulus lupulus (e-value = 7e
-51
) e 73% com Lycopersicon 
esculentum (e-value = 5e
-47
). Estes níveis de homologia indicam que o 
fragmento corresponde a parte de um dos genes de aoc de Castanea. 
Figura 6. A imagem da electroforese mostra que o produto de PCR mais evidente tem cerca de 400pb. Imagem  
em negativo. 1- aoc  2- MM. 
 
A abordagem seguinte consistiu em desenhar primers de modo a obter a ORF de aoc4, como 
descrito em 2.4. Estes primers foram testados com as condições de PCR descritas para o 
fragmento de 400pb, no entanto não se obteve uma banda específica com o peso molecular 
esperado (983pb). De modo a optimizar as condições de amplificação utilizou-se um 
gradiente de temperaturas de emparelhamento (Te) (45-55ºC). Para todas as Te testadas 
obteve-se um arrastamento (Figura 7. A), mais intenso na zona dos 500pb, não 
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correspondendo ao peso molecular esperado (983pb). A Te em que a apareceu uma banda 
mais definida e intensa correspondeu aos 47ºC (Figura 7. A). O próximo passo de 
optimização foi variar a quantidade de MgCl2: usaram-se 2, 4, 6, 8 e 10 mM de MgCl2 e 
fixou-se a Te nos 47ºC. A imagem de electroforese mostra que para 6 e 8 mM de MgCl2 
amplificou um cDNA com cerca de 1000pb, que está em concordância com o peso molecular 
esperado de 983pb (Figura 7. B). Foi possível observar também outras bandas com pesos 
moleculares diferentes, que corresponderam a amplificações inespecíficas. Os cDNAs com 
peso molecular de cerca de 1000pb foram purificados do gel, clonados no vector CloneJET e 
posteriormente sequenciados. A análise dos resultados mostrou que a sequência nucleotídica 
obtida não apresentava homologia com aoc. 
 
    
 
  
 
 
Figura 7. Imagens de electroforese da amplificação por PCR com os primers desenhados para obter a ORF de 
aoc4 (Tabela 2. aoc4 (a)) A- Determinação da melhor Te (ºC): 1-45; 2-45,2; 3-45,9; 4-47; 5-48,2; 6-49,4; 8-50,6; 
9-51,8; 10-53; 11-54,1; 12-54,8; 13-55; 7-MM. Os produtos de PCR mostram-se não específicos (arrastamento), 
com ausência do peso molecular esperado (983pb). Na linha 4 (47ºC) a banda é mais definida que as restantes. 
B- Determinação da melhor concentração de MgCl2 (mM): 1-MM 2- 2 MgCl2 3- 4 MgCl2 4- 6 MgCl2 5- 8 
MgCl2 e 6- 10 MgCl2. A concentração de 6 e 8 mM MgCl2 são as apropriadas para obter um fragmento com o 
peso molecular esperado (983pb). Imagens em negativo.  
 
O próximo passo foi desenhar novos primers (Tabela 2- aoc4 (b)), para isolar a ORF de aoc4. 
As condições de PCR para estes novos primers também passaram por passos de optimização. 
O primeiro passo correspondeu à amplificação com diferentes Te (50-60ºC). Para todas as Te 
testadas, observou-se um arrastamento, sem bandas definidas (Figura 8. A). De qualquer 
forma, a Te em que se obteve uma banda mais definida e próxima ao peso molecular esperado 
(1106pb) foi a de 50ºC. Seguidamente, fixou-se a Te de 50ºC e variou-se a concentração de 
MgCl2 (mM): 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 6; 8 e 10. Os resultados da electroforese mostram que com 
concentrações inferiores a 4 mM de MgCl2 não se obtém qualquer amplificação e com 
concentrações mais elevadas, são obtidos vários amplicões com peso molecular inferior ao 
esperado (1106pb) (Figura 8. B.). 
 
 
A B 
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Figura 8. - Imagens de electroforese da amplificação por PCR com os primers desenhados para obter a ORF de 
aoc4 (Tabela 2. aoc4 (b)) A- Determinação da melhor Te (ºC): 1-50; 2-50,2; 3-50,9; 4-52; 6-53,2; 7-54,4; 8-55,6; 
9-56,8; 11-58; 12-59,1; 13-59,8 e 14-60; 5 e 10-MM. Ocorreu amplificação inespecífica (arrastamento) para 
todas as Te testadas, embora a de 50ºC (poço 1) apresente uma banda mais definida que as restantes. Imagem em 
negativo. B- Determinação da melhor concentração de MgCl2 (mM): 1-0,5 MgCl2; 2-1 MgCl2; 3-1,5 MgCl2; 4-2 
MgCl2; 6-4 MgCl2; 7-6 MgCl2; 8-8 MgCl2; 9-10 MgCl2; 5 e 10-MM. As concentrações de MgCl2 entre 0,5 e 2 mM 
não amplificam o fragmento pretendido e que com concentrações superiores obtêm-se amplificações 
inespecíficas, tendo os amplicões peso molecular inferior ao esperado. 
 
Por último, variou-se: concentração de MgCl2 (4 e 8mM), concentração de primers (0,2 e 0,4 
µM), Te (50; 53,2 e 56,8ºC), adicionou-se ainda 0,01% BSA para estabilizar a enzima. Em 
todas as variações obtiveram-se amplificações inespecíficas (arrastamentos), sem nunca se 
obter uma banda definida com o peso molecular esperado (Figura 9.). 
 
 
Figura 9. Determinação da 
melhor Te (ºC), concentração de 
MgCl2 (mM), de primers (µM) e 
com 0,01% de BSA: 1- 0,2 
primers; 4 MgCl2; Te= 50; 2- 0,2 
primers; 4 MgCl2; Te= 53,2; 3- 
0,2 primers; 4 MgCl2; Te= 56,8; 4- 0,2 primers; 8MgCl2; Te= 50; 6- 0,2 primers; 8 MgCl2; Te= 53,2; 7- 0,2 
primers; 8 MgCl2; Te= 56,8; 8- 0,4 primers; 4 MgCl2; Te= 50; 9- 0,4 primers; 4 MgCl2; Te= 53,2; 11- 0,4 
primers; 4 MgCl2; Te= 56,8; 12- 0,4 primers; 8 MgCl2; Te= 50; 13- 0,4 primers; 8 MgCl2; Te= 53,2; 14- 0,4 
primers; 8 MgCl2; Te= 56,8; 10 e 15- MM. Em todas as variações obteve-se amplificação inespecífica 
(arrastamento). 
 
Perante os resultados obtidos, não foi possível isolar a ORF de aoc4 em Castanea. No 
entanto, obteve-se um fragmento da ORF com cerca de 400pb. Serrazina (2004), obteve 
também um fragmento para aoc em Castanea, com 400pb, aproximadamente.  
A abordagem seguinte consistiu em isolar um fragmento de outra isoforma de aoc em 
Castanea: aoc2. A isoforma aoc2 mostrou ser altamente expressa em plantas, e foi descrita 
como a mais activa de todas as isoformas de aoc em A. thaliana (Hofmann et al., 2006).  
Inicialmente, desenharam-se primers como descrito em 2.4.1. para isolar um fragmento da 
ORF com 502pb. Com a experiência de ensaios anteriores, começou-se por amplificar o 
fragmento por PCR com um gradiente de Te (45-55ºC).    
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Figura 10. Imagens de electroforese da amplificação por PCR com os primers desenhados para obter um 
fragmento do gene de aoc2 (Tabela 2. aoc2) A- Determinação da melhor Te (ºC): 1-45; 2-45,2; 3-45,9; 4-47; 5-
48,2; 6-49,4; 8-50,6; 9-51,8; 10-53; 11-54,1; 12-54,8; 13-55; 7-MM. Foram amplificados dois fragmentos com o 
peso molecular muito próximo e com cerca de 500pb. O maior nível de amplificação ocorreu a uma Te de 
50,6ºC (poço 8). B – Determinação da melhor concentração de MgCl2 (mM): 1-2 MgCl2 2-4 MgCl2 3-MM. 
Foram amplificados dois fragmentos com peso molecular muito próximo com cerca de 500pb. A seta indica o 
cDNA que foi sequenciado. Imagens em negativo.  
 
A electroforese mostrou que para todas as temperaturas testadas, houve amplificação de 
fragmentos com o peso molecular esperado (Figura 10. A.). Verificou-se ainda, a 
amplificação de dois fragmentos com peso molecular esperado muito próximo. Esta 
amplificação foi mais intensa quando ocorreu a uma Te de 50,6ºC (Figura 10. A.). 
Seguidamente, e com o objectivo de obter amplificação específica para o fragmento 
pretendido, variou-se a concentração de MgCl2. Usaram-se 2, 4, 6, 8 e 10 mM de MgCl2. A 
electroforese indicou que 2 e 4 mM de MgCl2 como as concentrações que permitem obter 
bandas mais definidas com o peso molecular esperado, ainda assim a imagem do gel não foi 
conclusiva. Repetiu-se a amplificação por PCR para o fragmento com 2 e 4 mM de MgCl2 
para a Te de 50,6ºC (Figura 10. B.). Verificou-se, novamente, que são amplificados dois 
fragmentos com peso molecular muito próximo, com cerca de 500pb.  
O passo seguinte foi purificar em separado as bandas do gel, clonar no vector CloneJET e 
sequenciar. Os resultados da sequenciação mostraram que o fragmento com menor peso 
molecular tinha 494pb e apresentava elevada homologia com aoc das seguintes espécies: 78% 
com Camptotheca acuminata (e-value = 8e
-83
), 76% com Ricinus communis (e-value = 5e
-73
) 
e 75% com Humulus lupulus (e-value = 2e
-71
). Esta elevada homologia indica que o 
fragmento obtido corresponde a um fragmento do gene de aoc. Relativamente ao fragmento 
de maior peso molecular, a sequenciação mostrou que não havia homologia com outras 
sequências de aoc. 
No que respeita ao cDNA de aoc isolado de Castanea, não foi possível através do BLAST no 
NCBI saber de qual isoforma se tratava. Alinhamentos feitos com o programa SeqMan 5.00 
(DNA Star Inc.) entre as sequências importadas de aoc4 e aoc2 de Fagaceae Genomics Web, 
mostraram que existe uma diferença em três nucleótidos, os quais estão presentes em todas as 
sequências de aoc4 e ausentes em todas as sequências de aoc2 (Anexo 6.11.). A partir deste 
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resultado, fizeram-se alinhamentos entre as sequências importadas de Fagaceae Genomics 
Web e as sequências por nós obtidas tendo-se verificado que a primeira a sequência isolada 
não deve corresponder à isoforma 4 de aoc mas sim à isoforma 2 e por outro lado, a sequência 
obtida em segundo lugar parece não corresponder à isoforma 2 de aoc mas sim à isoforma 4 
(Anexo 6.11.). De facto, as sequências importadas de Fagaceae Genomics Web são muito 
semelhantes entre si, e ao desenhar primers em zonas conservadas corremos o risco de 
amplificar isoformas que não são as pretendidas.  
O facto de as extremidades 5’e 3’ serem compostas por muitos nucleótidos A ou T pode ter 
contribuído para dificultar o isolamento da ORF completa de isoformas de aoc. Isto faz com 
que os primers desenhados nessas zonas tenham temperaturas de melting baixas, e 
consequentemente Te baixas, o que dificulta a definição das condições óptimas de 
amplificação por PCR para obter fragmentos de aoc.   
Os resultados aqui obtidos mostram a dificuldade de isolar aoc em Castanea. Serrazina 
(2004) também não conseguiu isolar aoc em C. sativa obtendo um fragmento da ORF com 
cerca de 400pb. Análises por Northern Blotting com uma sonda heteróloga (aoc de L. 
esculentum) mostraram, em C. sativa, um aumento significativo da expressão do gene entre as 
24h e as 48h após inoculação com P. cinnamomi em plantas resistentes, e maior do que em 
plantas não inoculadas. Estes resultados sugerem que o gene pode ter grande importância na 
sinalização da resposta de defesa a patogéneos em C. sativa (Serrazina, 2004). 
Neste trabalho, foi pela primeira vez descrito, o isolamento de um fragmento parcial da ORF 
de aoc em Castanea para uma das isoformas do gene, o que contribui para o conhecimento 
dos genes envolvidos na defesa a fungos patogénicos neste género.  
 
3.4. Construção do vector de transformação com o gene aoc  
Pretendeu-se obter um vector de transformação que contivesse um gene de tolerância a fungos 
patogénicos, neste caso aocLe, sob o controlo do promotor ACS2 (Connors et al., 2002b). 
Este promotor foi isolado pelos autores a partir de troncos de C. dentata e inserido em 
pCambia 1301Xa (Anexo 6.7 A.). A expressão de gusA foi visualizada predominantemente 
em tecidos vasculares e raízes de A. thaliana. O promotor ACS2 torna-se, assim, interessante 
no controlo de genes de tolerância a fungos patogénicos que atacam a raiz, como é o caso de 
P. cinnamomi. O vector pCambia ACS2 de Connors et al. (2002b) contém o gene repórter 
gusA, no entanto o objectivo foi incluir um gene repórter que fosse possível visualizar in vivo. 
Mais concretamente, o gene que se encontra no vector destino (pCambia 1302) é o mgfp5 
45 
 
(Anexo 6.7 B.). O mgfp5 está sob o controlo do promotor 35S e do terminador NOS poly-A. 
O gene da mgfp5 é expresso no núcleo e os seus picos de excitação são aos 395 nm e aos 475 
nm sendo o seu pico de emissão aos 509 nm (Stewart, 2001). O vector destino pCambia 1302 
possui ainda o gene de resistência à higromicina, antibiótico de selecção em plantas. 
Desta forma, a construção final pretendida é aquela que contém a ORF de aocLe sob o 
controlo do promotor ACS2 e do terminador NOS poly-A, com mgfp5 como gene repórter 
sob o controlo do promotor 35S e do NOS poly-A e ainda com o gene de resistência a um 
antibiótico para selecção em plantas, neste caso a higromicina, representado na tabela 9. G.  
A tabela 9. resume as etapas e os resultados obtidos para a construção do vector de 
transformação. De forma a inserir aocLe sob o controlo do promotor ACS2 e do terminador 
NOS poly-A, amplificou-se por PCR a ORF de aocLe com os primers que incluem os locais 
de restrição SpeI e BstEII (Tabelas 3. e 9.A.). Estes locais de restrição são únicos em 
pCambiaACS2 e encontram-se no início e no fim de gusA. A região do promotor ACS2 inclui 
o codão de iniciação ATG, assim o primer fwd foi desenhado de modo a emparelhar a partir 
do segundo codão da ORF de aocLe. O produto de PCR obtido contém 764pb (ORF de aocLe 
com 735pb mais a extensão dos primers). Foi também necessário amplificar por PCR a 
cassete ACS2:gusA:NOS com primers que contêm os locais de restrição SacI e KpnI, locais 
únicos em pCambia 1302 (Tabela 3. e 9. B). O produto de PCR obtido contém 2253pb que 
corresponde à extensão da cassete ACS2:gusA:NOS mais a extensão dos primers. 
 
Seguidamente, sub-clonaram-se os produtos de PCR, aocLe e ACS2:gusA:NOS nos vectores 
TOPO-TA e CloneJET, respectivamente. Esta sub-clonagem permitiu um controlo da 
restrição, visto que assim tanto o vector como os fragmentos obtidos serão visualizados em 
gel de agarose (Tabela 9. C e D). Assim, após a sub-clonagem fez-se a restrição com as 
enzimas SpeI e BstEII para ambos os fragmentos, obtendo-se duas bandas: a banda com cerca 
de 3000pb corresponde ao vector de clonagem (Tabela 9. C e D), a banda com cerca de 800pb 
corresponde ao fragmento de aocLe com os respectivos locais de restrição (Tabela 9. C), e a 
banda com 1835pb corresponde a gusA (Tabela 9. D). O fragmento de aocLe e o vector 
pCambia ACS2 (sem gusA) foram purificados a partir do gel de agarose, seguindo-se de 
ligação entre vector e fragmento. 
Seguidamente, fez-se a restrição no vector CloneJET de ACS2:aocLe:NOS com as enzimas 
de restrição SacI e KpnI. Obtiveram-se duas bandas (Tabela 9. E): a banda com cerca de 
3000pb corresponde ao vector CloneJET e a banda com cerca de 1200pb corresponde ao 
fragmento de ACS2:aocLe:NOS com os respectivos locais de restrição (Tabela 9. E), a qual 
foi purificada a partir do gel de agarose. Com as mesmas enzimas de restrição (SacI e KpnI) 
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foi digerido o vector pCambia 1302 (Tabela 9. F). A restrição do vector pCambia 1302 
apresenta uma banda única na imagem da electroforese, visto que as enzimas cortam apenas 
seis nucleótidos na zona do MCS (Multiple Cloning Site) do vector (Anexo 6.7 B.). O 
fragmento ACS2:aocLe:NOS e o vector pCambia 1302 digeridos com as mesmas enzimas de 
restrição foram ligados dando origem à construção pretendida 
ACS2:aocLe:NOS:35S:mgfp5:NOS (Tabela 9.G.).  
 
 
Tabela 9. Esquematização das etapas para a construção do vector de transformação com aocLe (lado esquerdo da 
tabela) e síntese de resultados obtidos, nomeadamente imagens das electroforeses (lado direito da tabela). 
Procedimento Resultados 
 
1- aocLe com locais de restrição 
SpeI e BstEII 
2- MM. 
(A) - Amplificação da ORF de aocLe (sem codão de iniciação) com os primers que contêm os locais de 
restrição SpeI e BstEII. As setas a preto representam os primers. Na imagem da electroforese observa-se o 
produto de PCR com 764pb. Seguiu-se a sub-clonagem em TOPO-TA. 
 
1-MM 
2- ACS2:gusA:NOS com locais de 
restrição SacI e KpnI 
(B) - Amplificação de ACS2:gusA:NOS com os primers que contêm os locais de restrição SacI e KpnI. Na 
imagem da electroforese observa-se o produto de PCR com 2253pb. Seguiu-se a sub-clonagem em CloneJET. 
 
1- MM 
2- Produto de restrição com SpeI e 
BstEII 
(C) - Restrição de aocLe com as enzimas de SpeI e BstEII. Na imagem da electroforese, ao nível dos 3000pb 
observa-se o vector TOPO-TA, ao nível dos 800pb observa-se o fragmento de aocLe. Imagem em negativo. 
 
1- Produto da restrição SpeI e BstEII 
para remover o gusA. 
2- MM 
(D) - Restrição de gusA com as enzimas de restrição SpeI e BstEII. A imagem da electroforese mostra duas 
bandas: uma com cerca de 3000pb que corresponde ao vector CloneJET e uma com 1835pb que corresponde ao 
gusA. Seguiu-se a ligação do vector aqui obtido a aocLe (Tabela 9. C). 
1           2   
500pb
1000pb
3000pb
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1- ACS2:aocLe:NOS digerido com 
SacI e KpnI 
2- MM 
(E) - Restrição de ACS2:aocLe:NOS com as enzimas de SacI e KpnI. Na imagem da electroforese, ao nível dos 
3000pb observa-se o vector CloneJET, ao nível dos 1182pb observa-se o fragmento de ACS2:aocLe:NOS.  
 
1- pCambia 1302 digerido com SacI e 
KpnI 
2- MM 
(F) - Restrição de pCambia 1302 com as enzimas de restrição SacI e KpnI, ocorrendo a sua linearização. A 
imagem da electroforese mostra uma banda única com cerca de 10Kb. Seguiu-se a ligação de pCambia 1302 a 
ACS2:aocLe:NOS, ambos digeridos com as enzimas de restrição SacI e KpnI. 
 
1- pCAMBIA ACS2:aocLe 
digerido com SacI e KpnI 
2- MM 
(G) - Construção final pretendida (esquerda) em que o gene aocLe está sob o controlo do promotor ACS2 e do 
terminador NOS poly-A. À direita, restrição de pCambia ACS2:aocLe com as enzimas SacI e KpnI. A imagem 
da electroforese mostra ao nível dos 10Kb o vector pCambia 1302 e com 1182pb observa-se o fragmento 
ACS2:aocLe:NOS. 
 
De modo a confirmar que a construção pretendida foi obtida por esta estratégia, fez-se a 
restrição de pCambia ACS2:aocLe com as enzimas SacI e KpnI, de modo a confirmar a 
presença do fragmento ACS2:aocLe:NOS (Tabela 9.G.). O fragmento de ACS2:aocLe:NOS 
tem 1182pb e o vector pCambia 1302 tem cerca de 10Kb. A restrição é indicativa da 
viabilidade da construção, mas a única metodologia que comprova essa viabilidade é a 
sequenciação. No entanto, não foi possível em tempo útil, recorrer a esta metodologia. 
O vector de pCambia ACS2:aocLe poderá ser usado na transformação de plantas de C. sativa 
sensíveis a P. cinnamomi, com a vantagem da expressão do gene putativo de tolerância aocLe 
ser expresso preferencialmente na raiz, local de ataque do fungo. Este vector de transformação 
permite ainda uma monitorização in vivo das plantas putativamente transformadas através da 
visualização de mgfp5. Essa transformação permitirá obter plantas transgénicas putativamente 
tolerantes a P. cinnamomi, melhorando potencialmente a resistência a fungos patogéneos no 
género Castanea. 
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3.5. Transformação genética de C. sativa via Agrobacterium tumefaciens   
Segmentos de epicótilos, hipocótilos e MA foram sujeitos a transformação genética via A. 
tumefaciens usando o vector comercial pCambia 1302, como descrito em 2.6. A síntese dos 
resultados obtidos neste ensaio encontram-se na tabela 10.  
De modo a desenvolver um bom processo de selecção para os rebentos putativamente 
transgénicos usou-se, num primeiro ensaio, higromicina (Hyg) a 5mg/L. Observou-se que os 
explantes do controlo de selecção demoravam cerca de um mês e meio a necrosar 
completamente (Tabela 10.). Para a maioria dos casos, o tempo que os explantes do controlo 
selectivo e os co-cultivados mas não transformados demoraram a necrosar totalmente foi 
semelhante. A regeneração de rebentos mostrou-se igualmente semelhante tanto para os 
explantes do controlo de selecção como para os explantes co-cultivados. Estes factores 
levaram, num segundo ensaio, ao aumento da concentração de Hyg para 6 mg/L. Este 
aumento mostrou diferença entre o tempo que levou a necrosar completamente os explantes 
do controlo de selecção e os explantes co-cultivados mas não transformados (Tabela 10.). No 
entanto verificou-se que os explantes do controlo de selecção demoravam mais tempo a 
necrosar que os putativamente transformados, o que sugere que a concentração de Hyg 6mg/L 
é ainda insuficiente pois poderá possibilitar o aparecimento de escapes à transformação. 
Noutras plantas lenhosas como Citrus sinensis, verificou-se que Hyg 5mg/L resultou num 
bom processo de selecção de transformantes, e que concentrações mais elevadas tinham um 
efeito tóxico (Cervera et al., 2009). Para os explantes de C. sativa aqui testados, 
concentrações mais elevadas devem ser futuramente testadas em ensaios semelhantes, visto 
que os explantes se mostram muito resistentes a antibióticos em meio selectivo (Seabra e Pais, 
2003), que pode levar ao desenvolvimento de escapes à transformação (Seabra, 1998). 
A cefotaxina e a carbenicilina, usados para eliminar o Agrobacterium, não se mostraram 
eficientes na eliminação da bactéria após co-cultura. Observou-se, em explantes co-cultivados 
e em alguns casos, que o Agrobacterium persistiu no meio de cultura.  
Os explantes que mostraram maior percentagem de regeneração de rebentos foram os 
hipocótilos (cerca de 30%), seguidos dos epicótilos (cerca de 10%). Estes resultados estão em 
concordância com os obtidos em ensaios de indução de NO/RD, discutidos em 3.2.2 e 3.2.3 
respectivamente. Estes resultados sugerem também que a regeneração não foi afectada pelos 
antibióticos adicionados ao meio. Em ambos os casos, a regeneração de rebentos foi directa, 
sem fase de callus. 
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Tabela 10. Síntese dos resultados obtidos nos ensaios de transformação genética em explantes de hipocótilos, 
epicótilos e MA em meio MRD (BAP 1mg/L ou 2mg/L). O primeiro ensaio corresponde à selecção com Hyg a 5 
mg/L e o segundo ensaio corresponde à selecção de Hyg a 6 mg/L. 
Primeiro ensaio (Hyg 5 mg/L) 
BAP 1mg/L Explante 
Hipocótilos Epicótilos MA 
Controlo de 
Regeneração  
Ensaio concluído 
precocemente devido a 
contaminações endógenas 
e/ou exógenas. 
Cerca de 10% dos explantes 
regeneraram rebentos. Calli 
clorofilinos.  
Ao fim de três meses 
apresentavam alongamento 
com cerca de 3,5 cm. 
Controlo de 
Selecção 
Cerca de 30% dos explantes 
regeneraram rebentos. Ao 
fim de um mês houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
Contaminações endógenas 
e/ou exógenas. 
  
Sem alongamento 
considerável. Clorose foliar. 
Ao fim de um mês e meio 
houve necrose completa dos 
tecidos.  
Co-cultura 
com A. 
tumefaciens 
Cerca de 30% dos explantes 
regeneraram rebentos. Ao 
fim de três meses houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
Cerca de 10% dos explantes 
regeneraram rebentos. Calli 
clorofilinos. Ao fim de um 
mês e meio houve necrose 
completa dos tecidos. 
Sem alongamento 
considerável. Clorose foliar. 
Ao fim de um mês houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
BAP 2mg/L Explante 
Hipocótilos Epicótilos MA 
Controlo de 
Regeneração  
Calli não clorofilinos.  
Ensaio concluído 
precocemente devido a 
contaminações endógenas 
e/ou exógenas. 
Calli clorofilinos. Estruturas 
tipo nodular. 
Ensaio concluído 
precocemente devido a 
contaminações endógenas 
e/ou exógenas. 
Controlo de 
Selecção 
Calli clorofilinos. Estruturas 
tipo nodular. Ao fim de um 
mês e meio houve necrose 
completa dos tecidos. 
Cerca de 10% dos explantes 
regeneraram rebentos. Ao 
fim de um mês e meio houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
Sem alongamento 
considerável. Clorose foliar. 
Ao fim de um mês houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
Co-cultura 
com A. 
tumefaciens 
Cerca de 30% dos explantes 
regeneraram rebentos. Ao 
fim de um mês e meio houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
Cerca de 10% dos explantes 
regeneraram rebentos. Ao 
fim de um mês houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
Sem alongamento 
considerável. Ao fim de um 
mês e meio houve necrose 
completa dos tecidos. 
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Segundo ensaio (Hyg 6 mg/L) 
BAP 1mg/L Explante 
Hipocótilos Epicótilos MA 
Controlo de 
Regeneração  
Calli clorofilinos. Ensaio 
concluído precocemente 
devido a contaminações 
endógenas e/ou exógenas. 
Cerca de 10% dos explantes 
regeneraram rebentos. Calli 
clorofilinos. 
Ensaio concluído 
precocemente devido a 
contaminações endógenas 
e/ou exógenas. 
Controlo de 
Selecção 
Cerca de 10% dos explantes 
regeneraram rebentos. Calli 
clorofilinos e não 
clorofilinos. Ao fim de três 
meses e meio houve necrose 
completa dos tecidos. 
Cerca de 10% dos explantes 
regeneraram rebentos. Calli 
clorofilinos. Ao fim de dois 
meses e meio houve necrose 
completa dos tecidos. 
Sem alongamento 
considerável. Ensaio 
concluído precocemente 
devido a contaminações 
endógenas e/ou exógenas. 
Co-cultura 
com A. 
tumefaciens 
Cerca de 20% dos explantes 
regeneraram rebentos. Ao 
fim de dois meses e meio 
houve necrose completa dos 
tecidos. 
Calli clorofilinos. Ao fim de 
um mês e meio houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
Sem alongamento 
considerável. Clorose foliar. 
Ao fim de um mês e meio 
houve necrose completa dos 
tecidos. 
BAP 2mg/L Explante 
Hipocótilos Epicótilos MA 
Controlo de 
Regeneração  
Cerca de 30% dos explantes 
regeneraram rebentos. Calli 
clorofilinos. Estruturas tipo 
nodular. 
Calli clorofilinos e não 
clorofilinos. Ensaio 
concluído precocemente 
devido a contaminações 
endógenas e/ou exógenas.  
Ao fim de dois meses e meio 
apresentavam alongamento 
com cerca de 1 cm. 
Controlo de 
Selecção 
Calli clorofilinos. Ao fim de 
dois meses e meio houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
Cerca de 20% dos explantes 
regeneraram rebentos. Calli 
clorofilinos. Ao fim de dois 
meses e meio houve necrose 
completa dos tecidos. 
Sem alongamento 
considerável. Ao fim de um 
mês e meio houve necrose 
completa dos tecidos. 
Clorose foliar.  
Co-cultura 
com A. 
tumefaciens 
Cerca de 30% dos explantes 
regeneraram rebentos. Ao 
fim de dois meses e meio 
houve necrose completa dos 
tecidos. 
Calli não clorofilinos. Ao 
fim de um mês e meio houve 
necrose completa dos 
tecidos. 
Sem alongamento 
considerável. Ao fim de um 
mês houve necrose completa 
dos tecidos. Clorose foliar. 
 
Os MA em meio com antibióticos desenvolveram pouco, ocorrendo para a maioria dos casos 
necrose dos tecidos (Tabela 10.). Os MA do controlo de regeneração desenvolveram-se 
normalmente, atingindo cerca de 3,5 cm de altura meio MRD, BAP 1mg/L, Hyg 5mg/L 
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(Tabela 10.). Este resultado não se repetiu para outros controlos de regeneração, uma vez que 
ficaram comprometidos pela existência de contaminações. Os controlos de regeneração, para 
todos os explantes, foram os mais afectados por contaminações, já que a presença de 
antibióticos no meio de cultura adia ou pode mesmo evitar a propagação dos 
microorganismos contaminantes. Na maior parte dos casos, os contaminantes foram de 
origem endógena. Os contaminantes podem permanecer latentes na cultura sem darem sinais 
da sua presença por longos períodos de tempo (Bastiens, 1983 in Seabra, 1998). Os 
protocolos de desinfecção e o uso de antibióticos podem não ser capazes de os eliminar das 
culturas in vitro, podendo permanecer indetectáveis durante anos, ao longo de sub-culturas 
sucessivas e em condições de assepsia (Holland, 1997 in Seabra, 1998). 
Relativamente às concentrações de BAP utilizadas (1 e 2 mg/L) parece não haver diferenças 
consideráveis na indução de regeneração de rebentos, no entanto BAP 2 mg/L parece induzir 
maior número e dimensão de estruturas do tipo nodular (Tabela 10.). De qualquer forma, estes 
resultados carecem de uma amostragem maior para conclusões mais rigorosas. 
No que concerne aos explantes sujeitos à co-cultura com Agrobacterium, não se obtiveram 
explantes que tenham resistido à selecção imposta, acabando por necrosar na totalidade 
(Tabela 10.). Aqui a selecção parece ter sido suficiente para despistar falsos transformantes. 
No entanto é de realçar que em cerca de 60% dos casos o controlo de selecção levou mais 
tempo a necrosar, o que poderia possibilitar o desenvolvimento de futuros escapes à 
transformação em explantes co-cultivados. Outro factor a considerar respeita aos explantes 
co-cultivados mas não transformados terem o stress adicional da co-cultura, sendo uma causa 
possível para a necrose mais precoce comparativamente com os controlos de selecção. 
O vector pCambia 1302 possui o gene repórter mgfp5 que possibilita a monitorização da 
expressão da GFP em explantes putativamente transformados. No entanto, esta monitorização 
não foi possível por várias razões. Os tecidos são lenhosos, clorofilinos, sujeitos ao corte e 
muitos deles apresentavam necroses dos explantes. Todos estes factores contribuem para a 
existência de auto-fluorescência, adicionados à presença de compostos fenólicos auto-
fluorescentes, o que dificulta a observação da fluorescência emitida pela GFP. De modo a 
tentar contornar o problema, foram feitos alguns cortes em folhas de rebentos provenientes de 
hipocótilos putativamente transformados em meio MRD, BAP 1mg/L, Hyg 5 mg/L, e em 
folhas do respectivo controlo de selecção, seguindo-se a observação ao microscópio. Não 
foram observadas células a expressar GFP. Algumas semanas depois, os explantes acabaram 
por necrosar em meio selectivo, o que sugere a ausência de transformação. 
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O principal obstáculo para uma transformação efectiva em lenhosas é estabelecer um bom 
protocolo de regeneração de rebentos a partir de explantes previamente co-cultivados com 
Agrobacterium (Seabra e Pais, 2003). A maior percentagem de regeneração em rebentos neste 
ensaio foi de 30% para explantes de hipocótilos, ainda que nenhum deles estivesse 
efectivamente transformado. Nos estudos de transformação genética de C. sativa via 
Agrobacterium de Seabra (1998), o uso de secções de hipocótilos como explantes para 
condições de transformação também resultou na maior percentagem de regeneração. Estes 
explantes apresentaram uma alta capacidade de regeneração e os rebentos formaram-se 
directamente a partir da epiderme sem fase de callus. A eficiência de transformação, definida 
pelo número de rebentos transgénicos obtidos por explante inoculado, foi muito baixa (menor 
de 2%) (Seabra, 1998). 
Apesar de não terem sido obtidas plantas transformadas, este ensaio mostrou que os melhores 
explantes para futuras transformações são os hipocótilos. As concentrações de antibióticos 
tanto para eliminar o Agrobacterium como para seleccionar explantes putativamente 
transformados, devem ser optimizadas, de modo a eliminar eficazmente o Agrobacterium e 
evitar o aparecimento de escapes à transformação. 
Optimizadas as condições de cultura, tipo de explante e concentrações de antibióticos de 
selecção, torna-se possível aumentar o número inicial de explantes em boas condições de 
cultura, aumentando assim a probabilidade de obter um maior número de plantas 
transformadas.  
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4. Conclusões e perspectivas futuras 
Os sistemas para a obtenção de regeneração testados mostraram que a indução de RD a partir 
de hipocótilos é o que confere melhor rentabilidade para as variedades de C. sativa testadas. 
Os ensaios de embriogénese somática, que tentaram reproduzir os resultados obtidos por 
Andrade et al. (2009) em C. dentata, não levaram à formação de estruturas embrionárias nas 
variedades Longal, Judia e Martaínha de C. sativa. O tipo de proliferação parece variar dentro 
do género, entre variedades da mesma espécie e com as condições laboratoriais. Este estudo 
sugere a necessidade de testar os protocolos noutras variedades de C. sativa e de induzir, 
simultaneamente e sob as mesmas condições laboratoriais, a embriogénese somática a partir 
de embriões zigóticos de C. sativa e de C. dentata.     
Os ensaios de germinação de sementes e embriões isolados permitiram concluir que a escolha 
de um sistema de germinação eficaz passa por um compromisso entre possibilitar ao 
germinante bons níveis nutricionais, presentes nas reservas da semente ou no meio de 
germinação, e de hidratação, consoante o tipo de recipiente de germinação. A maior 
percentagem de germinação, cerca de 86%, verificou-se para a variedade Longal em frascos 
A70. Verificou-se ainda que o número de contaminações diminui com a germinação 
independente (um explante por recipiente de germinação). 
A indução de NO não foi conclusiva, uma vez que os estudos histológicos não comprovaram 
a existência de NO. No entanto, os resultados permitiram obter um sistema alternativo de 
regeneração: RD a partir do explante sem fase de callus. Verificou-se que os hipocótilos na 
zona imediatamente a seguir ao nó cotiledonar são os melhores explantes para regenerar 
rebentos, com uma taxa de sucesso de 30%. A ausência da fonte de ferro no meio de indução 
MINO, passando por isso, a ser denominado meio MRD, pareceu não influenciar a indução de 
RD. Relativamente às concentrações de 1 e 2 mg/L de BAP utilizadas, não se observaram 
diferenças consideráveis na indução de regeneração de rebentos, no entanto BAP 2 mg/L 
parece ter um efeito na formação de maior número e maior dimensão de estruturas do tipo 
nodular. De qualquer forma, para obtenção de um protocolo de regeneração mais reprodutível, 
a composição do meio de cultura deve ser optimizada, e testada num número mais elevado de 
explantes por combinação.  
O desenho de primers específicos/degenerados e a aplicação da técnica de PCR permitiu o 
isolamento, a partir de bibliotecas de cDNA de Castanea, da ORF de uma β-1,3- glucanase e 
de dois fragmentos de genes de óxido de aleno ciclase, correspondentes a duas isoformas: 
aoc2 e aoc4. As ORFs destas isoformas não foram isoladas na totalidade, pelo que se sugere o 
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isolamento a partir de tecidos de Castanea recentemente sujeitos a ferida e/ou inoculação com 
o agente patogénico, onde esta enzima possa estar a ser expressa em maior quantidade. 
Foi construído um vector de transformação com o gene putativo de tolerância aocLe sob o 
controlo do promotor ACS2. A construção contém ainda o gene repórter mgfp5 que permite 
uma monitorização in vivo, e o gene de resistência à higromicina que permite a selecção em 
plantas. Esta construção mostra-se promissora no que respeita à obtenção de plantas 
transgénicas de C. sativa tolerantes a P. cinnamomi, uma vez que o alvo de ataque do agente 
patogénico é também um dos alvos de condução da expressão do promotor ACS2.  
A transformação de explantes de C. sativa via Agrobacterium permitiu concluir que: a 
cefotaxina e a carbenicilina, antibióticos usados para eliminar o Agrobacterium, não se 
mostraram muito eficientes visto que, em alguns casos, o Agrobacterium persistiu nas 
culturas; a capacidade de regeneração dos hipocótilos não foi influenciada pelo uso de 
antibióticos no meio de cultura; os rebentos formaram-se directamente a partir do explante 
sem fase de callus; a selecção com higromicina tanto a 5 mg/L como a 6mg/L não pareceu ser 
suficiente para despistar falsos transformantes. De qualquer forma, estes resultados carecem 
de uma amostragem maior para conclusões mais rigorosas. É importante encontrar melhores 
condições de selecção, para garantir uma rápida selecção de explantes putativamente 
transformados e obter uma baixa percentagem de escapes a futuras transformações. Também 
devem ser optimizadas a escolha e concentrações de antibióticos usados para eliminar o 
Agrobacterium. 
Face ao anteriormente exposto, os resultados obtidos constituem um contributo para o estudo 
mais aprofundado dos possíveis sistemas de regeneração em C. sativa e da sua ulterior 
utilização em ensaios de transformação genética. Os fragmentos dos genes obtidos constituem 
um contributo para o isolamento de genes envolvidos na tolerância a fungos patogénicos que 
podem ser ulteriormente inseridos em vectores de transformação para estudos aprofundados 
de funcionalidade de genes. O vector de transformação ACS2:aocLe tem um grande potencial 
no melhoramento de Castanea com vista à obtenção de plantas tolerantes a fungos 
patogénicos que tenham como alvo predominante raízes e/ou tecidos vasculares. 
 
 
 
 
 
55 
 
5. Bibliografia 
Andrade, G. M., Sartoretto, L. M. e Brasileiro, A. C. M. (2003) Biologia Molecular do processo de infecção 
por Agrobacterium spp. Fitopatologia Brasileira, 28 (5), 465-476. 
Andrade, G. M. e Merkle, S. A. (2005) Enhancement of American chestnut somatic seedling production. Plant 
Cell. 24, 326-334.  
Andrade, G. M., Nairn, C. J., Le, H. T. e Merkle, S. A. (2009) Sexually mature transgenic American chestnut 
trees via embryogenic suspension-based transformation. Plant Cell.  
Barakat, A., DiLoreto, D.S., Zhang, Y., Smith, C., Baier, K., Powell, W. A., Wheeler, N., Sederoff, R.,  
Carlson, J.E. (2009)  Comparison of the transcriptomes of American chestnut (Castanea dentata) and Chinese 
chestnut (Castanea mollissima) in response to the chestnut blight infection. BMC Plant Biology. 9, 51. 
Batista, D., Ascensão, L., Sousa, M. J. e Pais, M. S. (2000) Adventitious shoot mass production of hop 
(Humulus lupulus L. var. Eroica) in liquid medium from organogenic nodule cultures. Plant Science. 151, 47-57. 
Connors, B.J., Laun, N.P., Maynard, C.A., Powell, W. A. (2002a) Molecular characterization of a gene 
encoding a cystatin expressed in the stems of American chestnut (Castanea dentata). Planta, 215, 510–514. 
Connors, B.J., Miller, M., Maynard, C.A., Powell, W.A. (2002b) Cloning and characterization of promoters 
from American chestnut capable of directing reporter gene expression in transgenic Arabidopsis plants. Plant 
Science, 163, 771-781. 
Cooke, D.E.L., Drenth, A., Duncan, J.M., Wagels, G., Brasier, C.M. (2000) A Molecular phylogeny of 
Phytophthora and related oomycetes. Fungal Genetics and Biology. 30, 17-32. 
Corredoira, E., Ballester A., Vieitez A. M. (2003) Proliferation, maturation and germination of Castanea 
sativa Mill. Somatic embryos originated from leaf explants. Annals of Botany, 92, 129-136. 
Corredoira, E., Montenegro, D., San-José M. C., Vieitez A. M., Ballester A. (2004) Agrobacterium-mediated 
transformation of European chestnut embryogenic cultures. Plant Cell Reports, 23, 311–318. 
Corredoira, E., San-José M. C., Vieitez A. M., Ballester A. (2007) Improving genetic transformation of 
European chestnut and cryopreservation of transgenic lines. Plant Cell Tiss Organ Cult. 91, 281–288. 
Doxey, A. C., Yaish, M. W. F., Moffatt, B. A., Griffith, M., e McConkey, B. J. (2007) Functional divergence 
in the Arabidopsis β-1,3-glucanase gene family inferred by phylogenetic reconstruction of expression states. 
Molecular Biology Evolution, 24 (4), 1045-1055. 
Fabião, A. M. D. (1996) Árvores e Florestas. 2ª ed. Colecção Euroagro, Publicações Europa-América, 228 pp. 
Fellbrich, G., Blume, B., Brunner, F., Hirt, H., Kroj, T., Ligterink, W., Romanski, A., Nürnberger, T. 
(2000) Phytophthora parasitica elicitor-induced reactions in cells of Petroselinum crispum. Plant Cell 
Physiology, 41(6), 692-701. 
Ferreira, S., Batista, D., Serrazina, S., e Pais, M. S. (2009) Morphogenesis induction and organogenic nodule 
differentiation in Populus euphratica Oliv. Leaf explants. Plant Cell Tissue Organ Culture, 96, 35-43. 
Fortes, A. M., e Pais, M. S. (2000) Organogenesis from internode-derived nodules of Humulus lupulus var. 
Nugget (Cannabinaceae): histological studies and changes in the starch content. Amarican Journal of Botany, 
87(7), 971-979. 
Franceschi, V. R. e Nakata, P. A. (2005) Calcium oxalate in plants: formation and function. Annual Review of 
Plant Biology. 56, 41-71. 
56 
 
Gomes-Laranjo, J., Peixoto, F., Ferreira-Cardoso, J. (2009) Castanheiros, Técnicas e Práticas. 1ª ed. Pulido 
Consulting – Industria Criativa & Universidade de Trás-os-Montes e Alto Douro, 248 pp.  
Hause, B., Stenzel, I., Miersch, O. e Wasternack, C. (2003) Occurrence of the allene oxide cyclase in different 
organs and tissues of Arabidopsis thaliana. Phytochemestry. 64, 971-980. 
Isayenkov, S., Mrosk, C., Stenzel, I., Strack, D. e Hause, B. (2005) Suppression of allene oxide cyclase in 
hairy roots of Medicago truncatula reduces jasmonate levels and the degree of mycorrhization with Glomus 
intraradices. Plant Physiology. 139, 1401-1410. 
Jin, W., Horner, H. T., Palmer, R. G., e Shoemarker, R. C. (1999) Analysis and mapping of gene families 
encoding β-1,3-glucanases of soybean. Genetics Society of America 153, 445-452. 
Kiselev, K. V., Kusaykin, M. I., Dubrovina, A. S., Bezverbny, D. A., Zvyagintseva e T. N., Bulgakov, V. P. 
(2006) The rolC gene induces expression of a pathogenesis-related β-1,3-glucanase in transformed ginseng cells. 
Phytochemistry. 67, 2225-2231. 
Kongbangkerd, A., Kopf, A., Allacher, P., Wawrosch, C. e Kopp, B. (2005) Micropropagation of squill 
(Charybdis numidica) through nodule culture. Plant Cell Reports. 23(10–11), 673–677. 
Lima, N. e Mota, M. (2003) Biotecnologia: Fundamentos e Aplicações. Lidel. 528 pp. 
Maynard. C. A., Polin, L. D., LaPierre, S. L., Rothrock, R. E. e Powell, W. A. (2006) American Chestnut 
[Castanea dentata (Marsh.) Borkh.] Agrobacterium Protocols. 2 (344), 239-251. 
McCown, B.H., Zeldin, E.L., Pinkalla, H.A. e Dedolph, R.R., (1988) Nodule culture: a developmental 
pathway with high potencial for regeneration, automated micropropagation, and plant metabolite production 
from woody plants, Genetic Manipulation of Woody Plants, Plenum, New York, 149–166. 
Merkle, S. A., Wiecko, A. T., e Watson-Pauley, B. A. (1991) Somatic embryogenesis in American chestnut. 
Can J For Res 21, 1698–1701 
Merkle, S. A., Andrade, G. M., Nairn, C. J., Powell, W. A. e Maynard, C. A. (2007) Restoration of 
threatened species: a noble cause for transgenic trees. Tree Genet Genomes, 3, 111–118. 
Ministério da Agricultura do Desenvolvimento Rural e das Pescas (2007) Gabinete do Planeamento e 
Politicas, Castanha. 
Murashige, T. e Skoog, F. (1962) A revised medium for rapid growth and bioassay with tobacco tissue cultures. 
Physiology Plant. 15,473–497. 
Polin, L. D., Liang, H., Rothrock, R.E., Nishii, M., Diehl, D.L., Newhouse, A.E., Nairn, C.J., Powell, W.A., 
Maynard, C.A. (2006) Agrobacterium-mediated transformation of American chestnut (Castanea dentata 
(Marsh.) Borkh.) somatic embryos. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 84, 69–78. 
Pieron, S., Belaizi, M. e Boxus, P. (1993) Nodule culture, a possible morphogenetic pathway in Cichorium 
intybus L. propagation. Sci Hortic Amsterdam. 53(1–2), 1–11. 
Robin, C., Capron, G., Desprez-Loustau, M.L. (2001) Root infection by Phytophthora cinnamomi in 
seedlings of three oak species. Plant Pathology, 50, 708-716. 
Romero, I.,  Sanchez-Ballesta, M. T., Maldonado, R., Escribano, M. I. e Merodio, C. (2006) Expression of 
class I chitinase and β-1,3-glucanase genes and postharvest fungal decay control of table grapes by high CO2 
pretreatment. Postharvest Biology and Technology, 41, 9-15. 
57 
 
Rivière, M-P., Marais, A., Ponchet, M., Willats, W. e Galiana, E. (2007) Silencing of acidic pathogenesis-
related PR-1 genes increases extracellular β-(1-»3)-glucanase activity at the onset of tobacco defence reactions. 
Journal of Experimental Botany. 1-15. 
Rothrock, R.E., Polin-McGuigan, L. D., Newhouse, A.E., Powell, W.A., Maynard, C.A. (2007) Plate 
flooding as an alternative Agrobacterium-mediated transformation method for American chestnut somatic 
embryos. Plant Cell Tiss Organ Cult, 88, 93–99. 
Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T. (1989) Molecular cloning – a laboratory manual. 2nd ed. Cold Spring 
Harbor, Laboratory Press, New York, USA. 
Seabra, R.M.L.C. (1998) Transformação genética de Castanea sativa Mill. e caracterização molecular do 
género Castanea. Dissertação para a obtenção do Grau de Doutor em Biologia (Biotecnologia Vegetal). 
Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa, 156 pp. 
Seabra, R.C. e Pais, M.S. (1998) Genetic transformation of European chestnut. Plant Cell Reports, 17, 177-182. 
Seabra, R.C. e Pais, M.S. (1999) Transformação genética de castanheiro europeu (Castanea sativa Mill.) Silva 
Lusitana. 7(2), 199-232. 
Seabra, R.C. e Pais, M.S. (2003) Genetic transformation of chestnut. Plant Genetic Engineering- Improvement 
of commercial plants-I. 3 (7) 143-159.  
Schaller, A. e Stintzi, A. (2008) Jasmonate biosynthesis and signaling for induced plant defense against 
herbivory. Springer Science+ Business Media. 17, 349-366. 
Schaller, F., Zerbe, P., Reinbothe, S., Reinbothe, C., Hofmann, E. e Pollmann, S. (2008) The allene oxide 
cyclase family of Arabidopsis thaliana- localization and cyclization. FEBS Journal, 275, 2428-2441. 
Schestibratov, K. A., Mikhailov, R. V. e Dolgov, S. V. (2003) Plantlet regeneration from subculturable nodular 
callus of Pinus radiata. Plant Cell Tissue Organ Cult. 72, 139–146. 
Serrazina, S.M.T. (2004) Isolamento e caracterização de genes de resistência à doença a tinta em Castanea 
sativa Mill. Dissertação para a obtenção de Grau de Doutor em Biologia. Faculdade de Ciências da Universidade 
de Lisboa. 301 pp. 
Stenzel, I., Hause, B., Maucher, H., Pitzschke, A., Ziegler, J., Ryan, C. e Wasternack, C. (2003) Allene 
oxide cyclase dependence of the wound response and vascular bundle-specific generation of jasmonatos in 
tomato- amplification in wound signaling. The Plant Journal. 33, 577-589. 
Taiz, L. e Zeiger, E. (2006) Plant Physiology. Sinauer Associates, Sunderland. 
The American Chestnut Foundation [http://www.acf.org]. 
Tyler, B. M. (2002) Molecular basis of recognition between Phytophthora pathogens and their hosts. Annu. 
Rev. Phytopathol., 40, 137-167. 
Warrag, E., Lesney, M. e Rockwood, D. (1991) Nodule culture and regeneration of Eucalyptus grandis 
hybrids. Plant Cell Reports. 9(10), 586–589. 
Wasternack, C. (2007) Jasmonates: an update on biosynthesis, signal transduction and action in plant stress 
response, growth and development. Annals of Botany. 1-17. 
Xing, Z., Powell, W.A., Maynard, C.A. (1999) Development and germination of American chestnut somatic 
embryos. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 57, 47–55.  
Yaish, M. W. F., Doxey, A. C., McConkey, B. J., Moffatt, B. A. e Griffith, M. (2006) Cold-active winter rye 
glucanases with ice-binding capacity. Plant Physiology, 141, 1459-1472 
58 
 
6. Anexos  
Nota: todos os meios de cultura foram previamente autoclavados (20 min a 121ºC e 1 atm). 
6.1. Meios de cultura para ensaios de embriogénese somática 
6.1.1. Composição do meio Induction/Maintenance Medium (IMM)(Andrade e 
Merkle, 2005). 
Componente Concentração (mg/L) 
Macronutrientes (WPM)  
NH4NO3 400 
CaCl2.2H2O 96  
MgSO4.7 H2O 370 
K2SO4 990 
KH2PO4 170 
Ca[NO3]2.4 H2O 556 
Micronutrientes (WPM)  
H3BO3 6,2 
Na2EDTA 37,3  
CuSO4.5 H2O 0,25  
FeSO4.7 H2O 27,8  
MnSO4.4 H2O 22,25  
ZnSO4.7 H2O 8,6  
Na2MoO4.2 H2O 0,25  
Vitaminas (Schenk and Hildebrandt)  
Mio-inositol 1000  
Ácido nicotínico 500 
Piridoxina HCl 50 
Tiamina HCl 500 
Fonte de Carbono  
Sacarose 30000 
Fonte de Azoto  
L-glutamina 0,5 
Fitorreguladores  
2,4-D (auxina) 2  
Agente gelificante  
Phytagel 3000 
  
pH 5,6-5,7 
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6.1.2. Meio de conversão à luz (Andrade e Merkle, 2005). 
Componente Concentração (g/L) 
Macronutrientes (WPM) (ver 6.1.1.)  
Micronutrientes (WPM) (ver 6.1.1.)  
Vitaminas (Schenk and Hildebrandt) (ver 6.1.1.)  
Fonte de Carbono (ver 6.1.1.)  
  
Agente gelificante (ver 6.1.1.)  
  
pH 5,6-5,7 
 
6.2. Meios de germinação de sementes e embriões isolados 
6.2.1. Sementes 
 0,7 % de agar sem correcção de pH.  
 
6.2.2. Embriões isolados 
Componente Concentração (mg/L) 
Macronutrientes MS (Murashige e Skoog, 1962) ½ 
Micronutrientes MS (Murashige e Skoog, 1962) ½ 
Fonte de Carbono 
Sacarose 
Antioxidante 
DTT 
 
20000 
 
5 
Agente gelificante 
Ágar 
 
7 
 
pH 
 
5,6-5,7 
  
6.3. Meios de indução de nódulos organogénicos 
6.3.1. Meio base para a Indução de nódulos organogénicos (MINO) 
Componente Concentração (mg/L) 
Macronutrientes MS (Murashige e Skoog, 1962) ½ 
Micronutrientes MS (Murashige e Skoog, 1962) ½ 
Vitaminas QP2  
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mio-inositol 100 
tiamina-HCl 1 
piridoxina-HCl 1 
ácido nicotínico 1 
Glicina 2 
pantotenato de cálcio 1 
pantotenato de cálcio 1 
Fonte de Ferro  
FeSO4.7H2O 
NA2EDTA  
27,8 
37,3 
Fonte de Carbono 
Sacarose 
Antioxidante 
DTT 
 
20000 
 
5 
Agente gelificante 
Ágar 
 
7 
 
pH 
 
5,6-5,7 
 
6.3.2. Variações de fitorreguladores testadas para o meio MINO 
6.3.2.1 Diferentes concentrações de BAP  
 Citocinina Concentração (mg/L) 
1 BAP 0,25 
2 BAP 0,5 
3 BAP 1 
4 BAP 2 
 
6.3.2.2 Diferentes combinações entre BAP e diferentes auxinas  
  Citocinina Concentração (mg/L) Auxina Concentração (mg/L) 
1 BAP 0,5 IBA 0,01 
2 BAP 1 NAA 0,01 
3 BAP 2 IAA 0,01 
4 BAP 0,5 IBA 0,01 
5 BAP 1 NAA 0,01 
6 BAP 2 IAA 0,01 
7 BAP 0,5 IBA 0,01 
8 BAP 1 NAA 0,01 
9 BAP 2 IAA 0,01 
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6.4. Meio de regeneração directa (MRD) 
Componente Concentração (mg/L) 
Macronutrientes MS (Murashige e Skoog, 1962) ½ 
Micronutrientes MS (Murashige e Skoog, 1962) ½ 
Vitaminas QP2 (ver 6.3.1.)  
Fonte de Carbono (ver 6.3.1.) 
Antioxidante (ver 6.3.1.) 
 
 
Agente gelificante (ver 6.3.1.)  
 
pH 
 
5,6-5,7 
 
6.5. Meio de alongamento 
Componente Concentração (mg/L) 
Macronutrientes MS (Murashige e Skoog, 1962) ½ 
Micronutrientes MS (Murashige e Skoog, 1962) ½ 
Vitaminas QP2 (ver 6.3.1.)  
Fonte de Carbono (ver 6.3.1.) 
Antioxidante (ver 6.3.1.) 
 
 
Fitorregulador 
BAP 
Agente gelificante (ver 6.3.1.) 
 
0,5 
 
pH 
 
5,6-5,7 
 
 
 
6.6. Condições de amplificação de gluc e aoc optimizadas por Serrazina 
(2004) 
6.6.1 Primers específicos/degenerados desenhados a partir de sequências de 
genes relacionados com a resistência 
Gene Primer forward (5’→3’) Primer reverse (5’→3’) 
gluc GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTT 
aoc AGCACCTCAACAGATTCAACTAAC CACATAGGGATACAATTCAGATAA 
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6.6.2. Condições de PCR: 
gluc aoc Volume (µL) 
cDNA (biblioteca de cDNA AC root) cDNA (biblioteca de cDNA CC leaf) 2 
Tampão de PCR 10x Invitrogen Tampão de PCR 10x Invitrogen 5 
MgCl2 50mM Invitrogen MgCl2 50mM Invitrogen 2 
dNTP mix 10 mM Fermentas dNTP mix 10 mM Fermentas 1 
Primer AttB1 Fwd 10µM Primer aoc fwd 10µM 1 
Primer AttB2 Rev10µM Primer aoc rev 10µM 1 
ddH20 ddH20 37,6 
Taq DNA polimerase Invitrogen Taq DNA polimerase Invitrogen 0,4 
 Volume total da reacção: 50 µL 
6.6.3. Programa de PCR: 
Fase do PCR gluc aoc 
Desnaturação inicial ou hot-start 2 min a 94ºC 2 min a 94ºC 
 
35 Ciclos: 
  
Desnaturação 30 s a 94ºC 30 s a 94ºC 
Emparelhamento 1 min a 60ºC 1 min a 52ºC 
Extensão 1 min a 68ºC 1 min a 72ºC 
   
Extensão final 10 min a 72ºC 10 min a 72ºC 
 4ºC (∞) 4ºC (∞) 
   
6.7. Vectores de transformação  
A B  
Esquematização do vector pCambia ACS2 (A) e do vector destino pCambia 1302 (B). (A) A seta mostra a 
inserção do promotor ACS2 (Connors et al., 2002) na posição 1 do vector comercial pCambia 1391Xa, que neste 
caso, contem o gene gusA seguido do terminador NOS poly-A. (B) pCambia 1302 com mgfp5 sob o controlo do 
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promotor 35S e com o terminador NOS poly-A. O antibiótico de selecção em plantas é a higromicina. O 
rectângulo mostra a posição das enzimas SacI e KpnI no MCS (Multiple Cloning site) do vector. 
 
 
6.8. Meios de cultura usados na transformação genética de C. sativa via 
Agrobacterium 
6.8.1.Meio 2X YT sólido (Sambrook et al., 1989): 
 Bacto-triptona (N15)- 16 g/L 
 Bacto-yeast-extract (N26)- 10 g/L  
 NaCl (C1)- 5 g/L  
 Agar- 10 g/L 
 dH2O para dissolver 
  Ajustar o pH=7 
 
6.8.2. Meio de indução de virulência (Adaptado de Polin et al., 2006): 
 Meio MRD (ver 6.4) sem agente gelificante. Autoclavar. Adicionar acetoseringona (0,1 mM). 
 
6.8.3. Meio “Agro-kill” (Adaptado de Polin et al., 2006): 
 Meio MRD. Adicionar carbenicilina (200µg/mL) e cefotaxina (100µg/mL) esterilizados por 
filtração (0,2µm). 
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6.9. Resumo dos ensaios de regeneração com explantes de germinantes resultantes dos ensaios de germinação I, II e 
III. 
 
Ensaio e 
Var. 
 
Tipo e nº de 
germinantes 
 
Recipiente 
de cultura 
Ensaios feitos com os germinantes 
Indução de NO RD Transformação com 
A. tumefaciens 
Tipo de 
explante 
Meio de 
cultura 
Microscopia Tipo de 
explante 
Meio de 
cultura 
Tipo de 
explante 
Meio de 
cultura 
I  
Judia 
258 
Castanhas 
Tubo de 
cultura 
Epicótilos e 
MA 
MINO 
(Anexo 
6.3.1.) 
T0; T14; T25; T28; 
T35; T45; T75 
    
II  
Judia 
357 
Castanhas e 
150 embriões 
destacados 
Tubo de 
cultura 
Hipocótilos 
e raízes 
MINO 
(Anexo 
6.3.1.) 
 Hipocótilos 
e raízes 
MINO (9 
combinações) 
e MRD 
(Anexo 6.4.) 
  
III 
Longal 
267 
Castanhas 
Frascos 
A70 
     Hipocótilos, 
epicótilos e 
MA 
Agro-
kill 
(Anexo 
6.7.) 
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6.10. Sequência nucleotídica e aminoacídica da ORF de β-1,3- glucanase 
isolada neste trabalho  
Sequência nucleotídica e aminoacídica importada de www.ncbi.nlm.nih.gov. A negrito estão 
indicados os possíveis codões de iniciação. Sublinhado encontra-se o codão de terminação. 
 
       1 atgttatatttggatgcaggtgcacaatctgttggcgtttgttat 
        M  L  Y  L  D  A  G  A  Q  S  V  G  V  C  Y  
     46 ggaatgcttggcaacgatctaccatctgtgcaagaagttatagct 
        G  M  L  G  N  D  L  P  S  V  Q  E  V  I  A  
     91 ctctacaagtcaaacagcatcaagcgaatgagaatctatgatccg 
        L  Y  K  S  N  S  I  K  R  M  R  I  Y  D  P  
    136 aatcaggctgttctacaagcccttagaggctctaacattgaagtc 
        N  Q  A  V  L  Q  A  L  R  G  S  N  I  E  V  
    181 atgctaggtgtcccaaactcagaccttcaaagccttgccaaccct 
        M  L  G  V  P  N  S  D  L  Q  S  L  A  N  P  
    226 tccaatgcacaagcatgggtacaaagaaacgtacttaacttctgg 
        S  N  A  Q  A  W  V  Q  R  N  V  L  N  F  W  
    271 cctagtgtcaggtttcgatacattgcagttggaaatgaagtgagt 
        P  S  V  R  F  R  Y  I  A  V  G  N  E  V  S  
    316 cctgttaatggaggcacagctgggttagcacaatttgttctccct 
        P  V  N  G  G  T  A  G  L  A  Q  F  V  L  P  
    361 gccttaaccaacgtattcaatgcaattagatcagctggccttaag 
        A  L  T  N  V  F  N  A  I  R  S  A  G  L  K  
    406 gaccaaatccaggtttcaattgcaattgacatgaccttactagga 
        D  Q  I  Q  V  S  I  A  I  D  M  T  L  L  G  
    451 aactcctatcctccgtcagaaggggctttcagaggtgatgttaga 
        N  S  Y  P  P  S  E  G  A  F  R  G  D  V  R  
    496 tcatatttagacccaatcattggtcacctagtatatgctaaggca 
        S  Y  L  D  P  I  I  G  H  L  V  Y  A  K  A  
    541 cccttactagccaatgtgtacacttattttagctatgctggaaat 
        P  L  L  A  N  V  Y  T  Y  F  S  Y  A  G  N  
    586 ccacgcgacatttctcttccctatgctttgtttacttccccatca 
        P  R  D  I  S  L  P  Y  A  L  F  T  S  P  S  
    631 gttgtggcatgggatggtcctaagggataccaaaacctttttgat 
        V  V  A  W  D  G  P  K  G  Y  Q  N  L  F  D  
    676 gcaatgatggatgcattgtactcagctctcgagaggtcgtggggc 
        A  M  M  D  A  L  Y  S  A  L  E  R  S  W  G  
    721 ggttcattggaggttgttgtttcagagagtggatggccatcagca 
        G  S  L  E  V  V  V  S  E  S  G  W  P  S  A  
    766 ggtggatttgctacatcatttgataatgcacgtacttattactca 
        G  G  F  A  T  S  F  D  N  A  R  T  Y  Y  S  
    811 aatttgattaggcatgtcaaagggggtacaccaaagaggcctggg 
        N  L  I  R  H  V  K  G  G  T  P  K  R  P  G  
    856 agagctatagagacctatctttttgccatgtttaatgagaatcag 
        R  A  I  E  T  Y  L  F  A  M  F  N  E  N  Q  
    901 aaacaaccagagctagagaaaaactttggcttattcttcccaaat 
        K  Q  P  E  L  E  K  N  F  G  L  F  F  P  N  
    946 aaacagcccaaatataacctcaattttggtggagagagaatctgg 
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        K  Q  P  K  Y  N  L  N  F  G  G  E  R  I  W  
    991 gatgtcactgctgaatataatgcaacagtttccctcagtagtgat 
        D  V  T  A  E  Y  N  A  T  V  S  L  S  S  D  
   1036 atgtaa 1041    
        M  *   
 
6.11. Alinhamento entre sequências importadas de aoc4 e aoc2 de Fagaceae 
Genomics Web e sequências de aoc4 e aoc2 obtidas neste projecto 
 As sequências de aoc4 e aoc2 importadas de Fagaceae Genomics Web estão representadas 
por contig aoc4 e contig aoc2, respectivamente. As sequências obtidas neste trabalho estão 
representadas por aoc4 e aoc2, e verifica-se que a sequência de aoc4 não parece corresponder 
à isoforma 4 de aoc mas sim à isoforma 2 e por outro lado, a sequência de aoc2 parece não 
corresponder à isoforma 2 de aoc mas sim à isoforma 4: 
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